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RESUMO 
 
Os metabolitos reactivos de oxigénio, apesar de desempenharem um importante papel 
nos processos de oxidação e sinalização nos organismos superiores, apresentam 
simultaneamente um elevado grau de citotoxicidade. Para sua protecção, as células recorrem 
não só à acumulação de substâncias anti-oxidantes como à existência de enzimas que 
catalisam a eliminação dos metabolitos reactivos do oxigénio. 
Na primeira parte desta tese são descritos estudos realizados numa enzima que catalisa 
a eliminação do peróxido de hidrogénio, resultante do metabolismo celular: a peroxidase do 
citocromo c isolada da bactéria Pseudomonas stutzeri. Foi necessário optimizar as condições de 
crescimento de forma a obter um elevado nível de expressão da proteína. Para tal o 
crescimento celular foi realizado em condições de stress por limitação da quantidade de 
oxigénio dissolvido no meio de cultura. São descritas a purificação e a caracterização da 
enzima. Esta, à semelhança de outras peroxidases bacterianas é uma enzima dihémica, 
homodimérica (36.2 kDa por monómero), que necessita de cálcio para o processo de 
activação. Perceber o papel do cálcio foi um objectivo presente ao longo de todos os estudos 
realizados, tanto a nível espectroscópico como bioquímico e cinético. Demonstrou-se a 
existência de apenas um sítio de ligação de elevada afinidade, cujo preenchimento é essencial 
para a saída da histidina da esfera de coordenação do hemo peroxidático, após semi-redução 
da enzima. A presença de um cálcio num sítio de ligação de elevada afinidade na interface 
dos dois domínios de cada monómero) parece ser uma característica comum a todas as 
peroxidases bacterianas. A peroxidase do citocromo c de Pseudomonas stutzeri é isolada com o 
sítio de elevada afinidade de ligação ao cálcio já preenchido, sendo necessário tratá-la com 
EGTA para obter uma forma da enzima sem cálcio. Propôs-se a existência de um segundo 
sítio de cálcio de baixa afinidade, que será responsável pela tetramerização da enzima e 
inibição da oxidação do citocromo c de cavalo. 
Na segunda parte desta tese descreve-se o isolamento e a caracterização da enzima que 
catalisa a redução do óxido nítrico (uma outra substância oxidante derivada do oxigénio 
molecular) a óxido nitroso na bactéria desnitrificante Pseudomonas nautica. Esta é uma enzima 
membranar pelo que foi necessário a presença de detergente ao longo de todo o processo. A 
enzima purificada apresenta uma composição funcional mínima αβ. A subunidade α, 
denominada NORB, apresenta um peso molecular de cerca de 53 kDa e contém dois hemos 
do tipo b e um ferro não hémico. Este último, juntamente com um dos hemo b formam o 
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centro binuclear onde ocorre a redução do NO. A subunidade β, denominada NORC, 
apresenta um peso molecular de cerca de 17.5 kDa e liga um hemo do tipo c. As redutases do 
óxido nítrico pertencem à superfamília das oxidases hemo-cobre, pelo que foi possível usar a 
estrutura tridimensional de duas oxidases do citocromo c para produzir um modelo da 
estrutura da NORB de Pseudomonas nautica. 
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ABSTRACT 
 
Reactive oxygen metabolites although playing an important role in the mechanisms of 
cell signaling and oxidations in higher organisms, are simultaneously very citotoxic. To 
protect themselves, cells accumulate anti-oxidative substances and use a variety of enzymes 
that eliminate the reactive oxygen metabolites. 
In the first part of this thesis, studies done on one enzyme that catalyses the reduction 
of hydrogen peroxide are described: the cytochrome c peroxidase isolated from the bacteria 
Pseudomonas stutzeri. It was necessary to optimize the growth conditions in order to obtain a 
high yield in this protein. This was accomplished by limiting the oxygen dissolved in the 
growth medium, thus creating stress conditions on bacterial growth. Purification and 
characterization of this enzyme are described. Similarly to other bacterial peroxidases, this is 
a dihemic, homodimeric (36.2 kDa per monomer), which needs calcium for the activation 
process. Determining the role of calcium was one of the objectives of all studies that were 
done: biochemical, spectroscopic and kinetic. It was demonstrated that there is only one high 
affinity calcium binding site, which is essential for the displacement of the histidine from the 
coordination sphere of the peroxidatic heme, after half-reduction of the enzyme. The 
presence of calcium in the high affinity binding site (in the interface of the two domains of 
one monomer) seems to be a common for all the bacterial peroxidases. Cytochrome c 
peroxidase from Pseudomonas stutzeri was isolated with calcium in the high affinity binding 
site. A second calcium binding site with very low affinity was proposed, which would be 
responsible for enzyme tetramerization and inhibition of horse cytochrome c oxidation. 
In the second part of this thesis, the isolation and characterization of the enzyme that 
catalyses the reduction of nitric oxide (another oxidizing species derived from molecular 
oxygen) to nitrous oxide in the denitrifying bacteria Pseudomonas nautica, is described. Since 
it is a membrane-bound enzyme, it was necessary to use a detergent throughout all the 
process. The purified enzyme has a minimum functional composition αβ. The α subunit, 
named NORB, has a molecular weight of 53 kDa and binds two type b hemes and one 
non-heme iron. The non-heme iron and one of the b hemes compose the binuclear center 
where the catalysis of NO occurs. The β subunit, with a molecular weight of 17.5 kDa binds 
one c type heme. As nitric oxide reductases belong to the heme-copper oxidase superfamily, 
it was possible to use the tridimentional structure of two cytochrome c oxidases to develop a 
model of the structure of NORB from Pseudomonas nautica. 
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Abs Absorvância 
ADN  Ácido desoxirribonucleico 
AP   Alto potencial 
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ATP  Trifosfato de adenosina´ 
B. Bacillus 
BCA  Ácido bichiconínico 
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CCP Peroxidase do citocromo c 
cGMP Monofosfato cíclico de guanosina 
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Da Dalton 
DAD  Diaminodurol  
DEAE  Dietil-amino-etil-celulose 
DM  Dodecilato de α-D-maltose 
DNTP Desoxirribonucleótidos constituintes do ADN 
DTT  Ditiotreitol 
EDTA  Ácido etinelodiamino tetracético 
EGTA  Ácido [etilenoglicol bis (2-éter aminoetílico)] N,N,N‘,N‘tetracético 
E.  Escherichia 
FE  2-Feniletanol ou álcool 2-feniletílico 
HEPES  Ácido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanossulfónico 
His  Histidina 
HTP  Hidroxilapatite 
ICP  Espectroscopia de emissão atómica por plasma induzido 
IUPAC  “International Union of Pure and Applied Chemistry” 
K  Grau Kelvin 
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Km  Constante de afinidade 
M.   Methylococcus 
MCD  Espectroscopia de Dicroísmo Magnético Circular  
MES  Ácido 2-(N-morfolino) etanossulfónico 
Met  Metionina 
MGD Co-factor de molibdénio da redutase do nitrato 
min  Minuto 
N.  Nitrosomonas 
NADH Forma reduzida da nicotinamida adenina dinucleótido 
NAP  Redutase do nitrato periplasmática 
NAR  Redutase do nitrato membranar 
NIR  Redutase do nitrito 
NOS  Sintetase do óxido nítrico 
NOR  Redutase do óxido nítrico 
NORB  Subunidade maior (que contém dois hemos b) da redutase do óxido nítrico 
NORC  Subunidade menor (que contém um hemo c) da redutase do óxido nítrico 
N2OR  Redutase do óxido nitroso 
Pa.  Paracoccus 
pb  Pares de bases de ADN 
PCR  Reacção da polimerase em cadeia – “Polimerase Chain Reaction” 
Pi  Fosfato ( −34PO ) 
PMS  Metassulfato de fenazina 
PMSF  Fluoreto de fenilmetilsulfonilo  
Ps.  Pseudomonas 
PVDF  Polidifluoreto de vinilo 
R.  Rodobacter 
RPE  Ressonância Paramagnética Electrónica 
SDS  Dodecil-sulfato de sódio 
SDS-PAGE  Electroforese em gel de poliacrilamida na presença de 0.1% de SDS 
TEMED N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina 
Tm  Temperatura de fusão 
TMBZ  3,3’,5,5’-tetrametilbenzamida 
TPTZ  2,4,6-tripiridil-s-triazina 
Tricina  [N-tris(hidroximetil)]-metilglicina 
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Tris  Tris-hidroxi-metil-aminometano 
VM  Velocidade catalítica máxima 
YCCP  Peroxidase do citocromo c de levedura 
UV  Ultravioleta 
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INTRODUÇÃO 
 
Esta tese apresenta duas partes distintas, cada uma com uma introdução, capítulos 
referentes aos dados obtidos experimentalmente e discussão final dos mesmos com as 
respectivas conclusões. Foi assim organizada por tratar de duas enzimas distintas, uma 
peroxidase do citocromo c e uma redutase do óxido nítrico, que não fazem parte de uma 
mesma via metabólica e que foram isoladas de bactérias diferentes, Pseudomonas stutzeri no 
caso da primeira e Pseudomonas nautica no caso da segunda. Os estudos realizados para cada 
uma delas foram feitos com o objectivo de elucidar aspectos distintos da actuação e estrutura 
de cada enzima. Apesar disso, existem importantes elos de ligação entre as duas enzimas, o 
que faz com que pertençam ao mesmo projecto de doutoramento: ambas são isoladas de 
bactérias desnitrificantes e ambas possuem no centro activo ferro hémico. No entanto, a 
ligação mais forte existente entre elas é o facto de ambas catalisarem uma reacção de redução 
de uma espécie oxidante derivada do oxigénio molecular (H2O2 num caso e NO no outro). 
Ambos os substratos são substâncias tóxicas, altamente reactivas, produzidas durante o 
metabolismo celular, com tendência para uma maior acumulação quando as células são 
crescidas em condições de limitação de oxigénio. Ambos reagem com o oxigénio ou com o 
ião superóxido produzindo espécies ainda mais oxidantes, capazes de reagir com 
praticamente todas as substâncias orgânicas conhecidas. São portanto enzimas fundamentais 
na viabilidade das células perante a ameaça de um ambiente oxidante, em que não 
conseguiriam sobreviver sem este tipo de defesas. O interesse no estudo destas duas enzimas 
passa também por diversos processos biológicos de inflamação e de regulação da resposta 
imunitária em que tanto o NO como o H2O2 participam. 
Na primeira parte da tese são descritos os estudos realizados na peroxidase do 
citocromo c de Pseudomonas stutzeri. Estes tiveram como objectivo a elucidação do papel do 
cálcio neste tipo de enzimas e a compreensão do seu mecanismo de activação. Existe uma 
questão sempre presente ao longo desta primeira parte: será a presença de cálcio e o seu 
papel regulador da actividade das peroxidases do citocromo c um factor comum ou de 
diferenciação entre as enzimas isoladas de diferentes microrganismos? 
Na segunda parte descreve-se a purificação e caracterização da redutase do óxido 
nítrico de Pseudomonas nautica, a enzima da via da desnitrificação que representa um maior 
desafio para os bioquímicos. Até recentemente ainda se debatia a existência do NO como um 
intermediário livre desta via metabólica devido ao facto de a sua concentração a nível celular 
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ser mantida em valores bastante reduzidos e de não se ter a certeza da existência da redutase 
do óxido nítrico. Esta foi a última enzima da desnitrificação a ser obtida numa forma pura 
por ser uma proteína integral da membrana, instável quando extraída, e o seu ensaio de 
actividade ser difícil. A sua purificação numa forma activa é um processo complicado e 
dispendioso, que apresenta baixo rendimento, pelo que a sua caracterização a nível 
espectroscópico não se encontra ainda muito desenvolvida. Tendo em conta o que foi dito, 
na segunda parte desta tese o passo fundamental foi a obtenção, numa forma pura e activa, 
de uma enzima que apenas havia sido isolada de um pequeno grupo de microrganismos e 
nunca antes obtida a partir da bactéria Pseudomonas nautica. Pretende-se que a caracterização 
desta enzima ainda pouco conhecida, ajude a perceber o seu funcionamento e estrutura a 
nível dos co-factores, em especial do centro activo onde ocorre a redução do óxido nítrico. A 
importância do conhecimento da redutase do óxido nítrico prende-se com aspectos tão 
diversos como a respiração de oxigénio, pois pensa-se que a oxidase do citocromo c poderá 
ter evoluído a partir da redutase do óxido nítrico, o efeito de estufa provocado pelo NO, e os 
diversos processos biológicos dos mamíferos em que esta molécula entra como sinalizadora. 
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1. Introdução 
 
O advento da produção de Oxigénio molecular (O2) através da fotólise da água, levada 
a cabo pelos organismos fotossintéticos, levou ao primeiro grande evento de poluição da 
atmosfera.  
O O2 é uma substância paramagnética pouco usual pelo facto de ter dois electrões 
desemparelhados com o mesmo estado de spin [1]. Este facto leva a que, apesar de a redução 
do O2 ser um acontecimento termodinamicamente favorável, esta apenas se dê muito 
lentamente na ausência de um catalisador. Isto é, num par de electrões, antiparalelos entre si, 
um deles terá um spin paralelo aos electrões desemparelhados do O2, necessitando portanto, 
de haver uma mudança no spin de um dos electrões, antes que o O2 os possa receber. Nas 
colisões ocasionais, o tempo de contacto é demasiado curto para que este acontecimento 
possa ocorrer [2]. É esta barreira cinética que nos mantém a salvo no ambiente tão fortemente 
oxidante em que vivemos. 
 
 
1.1. Metabolitos Reactivos de Oxigénio 
 
Durante a respiração celular, a redução incompleta do oxigénio molecular leva ao 
aparecimento de metabolitos reactivos de oxigénio (ou oxigénio activo) [2], como o peróxido 
de hidrogénio (H2O2), o ião superóxido (O2•-) ou o radical hidroxilo (HO•). Estas espécies, são 
bastante mais reactivas do que o O2, e conseguem por vezes levar a cabo reacções de 
auto-oxidação não enzimáticas, originando quebras em ambas as cadeias de ADN, produção 
de pontes dissulfureto ou oxidação de outros aminoácidos nas proteínas, e peroxidação dos 
lípidos com consequente diminuição da mobilidade das membranas celulares [3]. Das 
espécies anteriores, apenas o peróxido de hidrogénio não é uma espécie radicalar. Apesar 
disso, este continua a ser um perigoso oxidante citotóxico pelo facto de conter, tal como o O2, 
dois electrões não emparelhados, e de estar assim, bastante receptivo a mais dois electrões. 
Além disso, catiões como o Fe(II) e o Cu(I) são capazes de transferir um terceiro electrão para 
o peróxido de hidrogénio, originando uma molécula de água e outra de radical hidroxilo 
(reacção de Fenton) [2-4]. Este último é um dos oxidantes mais potentes que se conhecem, 
sendo capaz de atacar qualquer uma das substâncias orgânicas presentes na célula, levando 
em última análise à morte celular.  
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Para manter a viabilidade celular num ambiente tão fortemente oxidante, é necessário 
um processo de eliminação dos metabolitos reactivos de oxigénio. As células criaram, assim, 
numerosos mecanismos de defesa, tal como a acumulação de várias substâncias 
anti-oxidantes, incluindo o ácido ascórbico, o β-caroteno e a glutationa, ou a evolução de 
diversas famílias de enzimas que catalisam reacções de eliminação destas espécies, e o 
aparecimento de defesas secundárias que incluem sistemas de reparação do ADN e enzimas 
proteolíticas e lipolíticas [3]. A importância destes sistemas é fundamental na sobrevivência 
de seres que respiram oxigénio (seres aeróbios) ou mesmo dos que apenas vivem na sua 
presença, apesar de respirarem outras substâncias (seres anaeróbios aerotolerantes).  
De entre as enzimas que eliminam os metabolitos reactivos de oxigénio temos as 
dismutases do superóxido, que catalizam a reacção de associação de duas moléculas de 
superóxido, originando uma molécula de peróxido de hidrogénio e outra de oxigénio 
(equação (1)). 
O2- + O2- +2 H+   º  H2O2 + O2   (1) 
São uma classe de enzimas ubíquas em células aeróbias mas muito diversificada, 
podendo conter cobre, zinco, manganésio, ferro ou até níquel no seu centro activo e 
localizar-se quer no citosol, quer em organelos subcelulares. No entanto, ao resolverem o 
problema do ião superóxido nas células, as dismutases do superóxido produzem mais H2O2, 
o qual é ainda uma substância tóxica. 
As enzimas que eliminam o peróxido de hidrogénio, as hidroperoxidases [5], 
classificam-se em: catalases, as quais catalisam a redução do H2O2 usando como doadores 
electrónicos substâncias que possam dispor de dois electrões simultaneamente (equação 2) e 
peroxidases, as quais usam o potencial oxidante do H2O2 para levar a cabo oxidações 
selectivas num grande número de substratos orgânicos capazes de doar apenas um electrão. 
A reacção típica das peroxidases encontra-se exemplificada na equação (3). 
2 H2O2    º  2 H2O + O2    (2) 
H2O2 + 2 H+ + 2 Sred   º 2 H2O + 2 Sox   (3) 
(Sendo Sred um substrato reduzido, e Sox o mesmo substrato no estado oxidado) 
 
As catalases são maioritariamente enzimas hémicas, existindo no entanto, algumas 
excepções, como as catalases contendo magnésio. Dentro das peroxidases, temos também 
uma maioria de proteínas hémicas, havendo no entanto, alguns exemplos não hémicos, como 
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as bromoperoxidases de Pseudomonas (Ps.) aeruginosa e de Ps. putida ou a cloroperoxidase de 
Ps. pyrrocinia [5]. 
Não se conhece nenhum sistema enzimático para eliminar a mais reactiva das 
substâncias derivadas do oxigénio acima mencionadas, o radical hidroxilo, provavelmente 
porque o seu tempo de vida na célula é extremamente curto (cerca de 10-9 segundos) e 
também porque a remoção do seu principal precursor, o H2O2, através dos sistemas 
enzimáticos das hidroperoxidases, é já por si uma medida de protecção da célula bastante 
eficaz. 
Apesar de todos os efeitos nocivos acima mencionados dos metabolitos reactivos de 
oxigénio, estes participam também em alguns importantes processos biológicos que ocorrem 
nas células dos seres mais complexos. A libertação de grandes quantidades de ião 
superóxido, produzido pelos leucócitos não só induz a morte dos microrganismos 
patogénicos, como aumenta a permeabilidade vascular e participa na morte celular. Além 
disso, a produção intracelular de metabolitos reactivos de oxigénio exerce um efeito 
fundamental na regulação da libertação de outros mediadores da resposta inflamatória. 
Resultados recentes indicam que o peróxido de hidrogénio poderá estar envolvido no 
mecanismo de activação dos linfócitos. Este metabolito actua como mensageiro secundário 
na iniciação e amplificação da sinalização no receptor do antigénio. Em paralelo, elevadas 
concentrações de peróxido de hidrogénio poderão ainda induzir a apoptose celular [6]. 
 
 
2. As Peroxidases 
 
Na redução do H2O2 a H2O, as peroxidases oxidam uma grande variedade de 
substratos, podendo ser classificadas de acordo com o substrato que usam. Existem assim, 
por exemplo, as peroxidases do ascorbato, enzimas muito específicas para este substrato e 
que se encontram nos cloroplastos e citosol das plantas, nas algas eucarióticas e muitas das 
cianobactérias; as peroxidases da lenhina e as peroxidases dependentes de Mn2+, excretadas 
por alguns fungos; as haloperoxidases que catalisam a halogenação de compostos orgânicos; 
ou as peroxidases do citocromo c (CCP), enzimas que catalisam a oxidação de citocromos do 
tipo c de baixa massa molecular e da azurina [5, 7]. 
A análise das sequências de aminoácidos e das estruturas tridimensionais das diversas 
peroxidases permitiu um outro tipo de classificação. Assim, as peroxidases hémicas foram 
divididas em duas grandes superfamílias [7]:  
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• Superfamília das peroxidases de origem animal, que inclui a peroxidase da 
tiróide, a mieloperoxidase e a lactoperoxidase.  
• Superfamília das peroxidases bacterianas, de plantas e de fungos. Esta inclui 
enzimas tão diversas quanto as peroxidases do ascorbato, as peroxidases da lenhina 
ou as peroxidases do citocromo c de origem bacteriana e mitocondrial. Todas estas 
proteínas têm em comum sequências conservadas na sua estrutura primária, 
contendo histidinas, que são muito provavelmente ligandos dos hemos.  
 
Esta última superfamília foi ainda dividida em classes por Karen Wellinder [7] em 
1992. Na classe I, esta autora englobou enzimas tão diversas como as peroxidases bacterianas 
(como a peroxidase de Escherichia coli e a CCP de Ps. aeruginosa), a CCP de levedura (YCCP), 
e as peroxidases do ascorbato (encontradas tanto nos cloroplastos como no citosol). No 
entanto, face à descoberta, nos anos posteriores a esta publicação, de uma grande quantidade 
de peroxidases bacterianas com características muito semelhantes à CCP de Ps. aeruginosa, e 
que se destacam nitidamente dos restantes membros da classe, foi necessário alterar as 
classificações existentes de modo a subdividir a classe I em duas novas classes. Passam a 
existir, assim, quatro classes de peroxidases: 
 
{ Classe I – Peroxidases do Ascorbato e a CCP presente nas mitocôndrias de 
leveduras. 
{ Classe II – Peroxidases excretadas por fungos.  
{ Classe III – Peroxidases excretadas por plantas. 
{ Classe IV – Peroxidases bacterianas 
 
Na tabela I.1.1, encontram-se alguns exemplos de cada uma das classes, bem como as 
suas principais características. 
 
Tendo em conta todos os exemplos de peroxidases já apresentados, facilmente se pode 
concluir que o papel destas enzimas no metabolismo não se limita à eliminação do H2O2, mas 
passa também pela defesa (como é o caso da mieloperoxidase, da lactoperoxidase e da 
peroxidase da glutationa) e pela biotransformação (peroxidase da lenhina e da tiróide).  
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Tabela I.1.1. Superfamília das peroxidases bacterianas, de plantas e fungos. Principais 
características e elementos representativos de cada classe [5, 7-15]. 
 
Classe Exemplos Características principais 
I YCCP, peroxidase do ascorbato São diméricas ou monoméricas. Não possuem 
Ca2+ estrutural, não têm sequência sinal para 
o retículo endoplasmático  
II peroxidase da lenhina, peroxidase 
dependente de Mn2+ 
Extracelulares. Possuem Ca2+ estrutural, 4 
pontes dissulfureto conservadas e na maioria 
dos casos cadeias laterais com hidratos de 
carbono. Possuem sequência sinal para 
excreção através do retículo endoplasmático 
III peroxidases de rábano, de nabo ou de 
amendoim 
Extracelulares. Possuem 2 Ca2+ estrutural, 
pontes dissulfureto (localização diferente da 
classe II) e na maioria dos casos cadeias 
laterais com hidratos de carbono. Possuem 
sequência sinal para excreção através do 
retículo endoplasmático. 
IV CCP’s de Ps. aeruginosa, Paracoccus 
denitrificans, Ps. stutzeri, Ps. nautica, 
Nitrosomonas europaea 
Contêm dois hemos do tipo c, são 
maioritariamente periplasmáticas, possuem 
Ca2+ estrutural, são diméricas.  
 
 
2.1. As Peroxidases Bacterianas 
 
As peroxidases bacterianas são proteínas hémicas, geralmente periplasmáticas, 
possuindo dois hemos covalentemente ligados a uma única cadeia polipetídica de 
aproximadamente 300 aminoácidos. De facto, é esta a grande diferença entre as peroxidases 
procarióticas e eucarióticas, já que estas últimas apenas possuem um hemo, o qual não se 
encontra covalentemente ligado.  
Os elementos deste grupo melhor estudados, bioquímica e espectroscopicamente, são 
as peroxidases do citocromo c de Ps. aeruginosa [16] e de Paracoccus (Pa.) denitrificans [17, 18]. 
No entanto, foram já isoladas diversas CCP’s periplasmáticas de organismos como Ps. nautica 
[19], Ps. stutzeri [20], Nitrosomonas (N.) europaea [21], Rhodobacter (R.) capsulatus [22], 
Methylococcus (M.) capsulatus [23] e mais recentemente uma CCP com características 
diferentes das anteriormente mencionadas, associada à membrana citoplasmática na bactéria 
Neisseria gonorrhoeae [24]. 
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2.1.1. A Peroxidase do Citocromo c de Pseudomonas aeruginosa  
 
Quando foi purificada pela primeira vez, por Ellfolk e Soininen, em 1970 [16], a CCP de 
Ps. aeruginosa foi considerada uma excepção entre as peroxidases de baixo peso molecular 
por possuir mais do que um hemo por monómero [25]. Hoje em dia, a grande maioria das 
CCP’s bacterianas que se conhecem revelaram ser muito semelhantes à peroxidase de Ps. 
aeruginosa, pelo que esta pode ser tomada como um bom modelo de partida para o estudo 
das CCP’s dihémicas bacterianas. 
A peroxidase do citocromo c de Ps. aeruginosa é uma enzima homodimérica, com uma 
massa molecular de aproximadamente 36.2 kDa por monómero [26], encontrada no espaço 
periplasmático da bactéria (ver tabela I.1.2). Através da estrutura tridimensional, 
determinada por Cristalografia de Raios-X por Fullop et al. [27], verificou-se que cada 
monómero é constituído por dois domínios distintos, cada um deles contendo um hemo do 
tipo c, covalentemente ligado à sua cadeia de aminoácidos. Os dois hemos têm potenciais de 
oxidação-redução bastante diferentes [28], pelo que, frequentemente se designa o hemo 
ligado ao domínio que contém o N-terminal (com um potencial formal de oxidação-redução 
de –330 mV a pH=6 – ver tabela I.1.3) por hemo de baixo potencial (hemo BP) e o hemo 
ligado ao domínio que contém o C-terminal (com um potencial formal de oxidação-redução 
de +320 mV a pH=6) por hemo de alto potencial (hemo AP). A adição de ascorbato de sódio 
à CCP nativa apenas reduz o hemo AP, mantendo o hemo BP na forma férrica. Obtém-se, 
assim, uma forma semi-reduzida. Este estado de valência mista, que corresponde à forma 
activa, também pode ser conseguido através da incubação da enzima com o citocromo c551 ou 
a azurina, previamente reduzidos, isolados do mesmo microrganismo [29-31]. Estas duas 
últimas proteínas poderão ser os doadores fisiológicos de electrões da peroxidase durante o 
mecanismo de redução do H2O2 na célula [32]. A adição de ditionito de sódio à CCP de Ps. 
aeruginosa reduz ambos os hemos, dando origem à forma ferrosa. 
Estudos espectroscópicos por aplicação das espectroscopias de Ressonância de Raman 
[33], de Ressonância Paramagnética Electrónica (RPE) [34, 35] e de UV/visível [36], bem 
como estudos de Dicroísmo Circular [37], revelaram que os dois hemos da CCP de Ps. 
aeruginosa não são equivalentes, o que se reflecte tanto na coordenação axial do ferro, como 
no papel desempenhado no mecanismo de redução do H2O2 ou no estado de spin em que se 
encontram nos diferentes estados de oxidação da enzima [38]. Devido à complexidade do 
sistema, proceder-se-à à descrição separada de cada estado de oxidação da enzima de Ps. 
aeruginosa e só então à apresentação do modelo proposto para o seu mecanismo catalítico. 
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2.1.1.1. A Forma Oxidada 
 
O espectro de UV/visível da forma férrica da CCP de Ps. aeruginosa, obtido à 
temperatura ambiente, apresenta máximos de absorção aos comprimentos de onda de 
407 nm, 525 nm e 640 nm. Esta última banda é típica de compostos hémicos em configuração 
de spin alto possuindo um ligando fraco na sexta posição de coordenação [36, 38]. A 
existência de um hemo na configuração de spin alto foi também verificada através da 
espectroscopia de Ressonância de Raman [33].  
À temperatura de 77 K, verificou-se a ausência no espectro de UV/visível da banda a 
640 nm, o que é indicativo de uma alteração do estado de spin de um dos hemos com a 
diminuição da temperatura. A espectroscopia de RPE confirmou a existência de uma 
transição de spin dependente da temperatura. O espectro de RPE da forma oxidada desta 
CCP, a 15 K, apresenta um sinal de ferro hémico em configuração de spin alto (g ≈ 5-6) que 
corresponde a apenas uma muito pequena parte do ferro hémico existente e dois conjuntos 
de sinais típicos de hemos em configuração de spin baixo (com gz=3.26 e gz=2.95), 
correspondentes à grande maioria dos spins presentes na amostra (ver tabela I.1.4). 
Na forma nativa (oxidada) da CCP de Ps. aeruginosa, o hemo AP possuiu uma 
coordenação axial metionina-histidina, encontrando-se à temperatura ambiente, num 
equilíbrio de spins entre os estados de spin alto e spin baixo [39, 40]. A metionina axial deste 
hemo encontra-se mais fracamente ligada ao ferro que o normal para os citocromos vulgares 
da classe c. Com a diminuição da temperatura, a metionina passa a estar mais fortemente 
ligada, fazendo com que o hemo AP passe a apresentar uma configuração de spin baixo. O 
hemo BP, por sua vez, possui, neste estado de oxidação, uma coordenação axial 
histidina-histidina, apresentando-se numa configuração de spin baixo. Na forma oxidada, a 
CCP é inactiva, sendo necessária a redução prévia do hemo AP para que a enzima consiga 
catalisar a redução do H2O2 a H2O [27, 29, 33]. 
 
 
2.1.1.2. A Forma Semi-Reduzida 
 
A redução do hemo AP dá origem à forma semi-reduzida da CCP de Ps. aeruginosa. O 
espectro de UV/visível desta forma apresenta o máximo de absorção da banda de soret a 420 
nm, com um ombro a cerca de 400 nm que correspondente ao hemo BP na forma férrica. A 
banda de spin alto a 640 nm continua presente neste estado de oxidação (ver tabela I.1.4).  
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No espectro de RPE da forma semi-reduzida verifica-se a ausência de sinais de hemos 
em configuração de spin alto, bem como do conjunto de sinais com gz=3.26, anteriormente 
referidos para a forma oxidada, e que correspondiam ao hemo AP. Os sinais correspondentes 
ao hemo BP diferem daqueles que estavam presentes no espectro da forma oxidada, tanto 
nos valores de g como na largura de linha, que se torna mais estreita. Isto sugere a existência 
de uma interacção entre os dois hemos, de tal forma que a redução do hemo AP provoca 
uma alteração no ambiente em que se encontra o hemo BP [34, 41]. 
 
Com a redução, o hemo AP passa a coordenar mais fortemente a metionina axial. 
Continua a ter como ligandos axiais uma metionina e uma histidina, mas passa a apresentar 
uma configuração de spin baixo. O hemo BP, perde uma das suas histidinas axiais, 
tornando-se pentacoordenado e passando a apresentar uma configuração de spin alto. Há, 
portanto, uma alteração do estado de spin de ambos os hemos, fazendo com que a enzima 
passe à forma activa, na qual existe, no hemo BP, uma posição de coordenação livre para a 
ligação do substrato. Do que foi exposto, é fácil concluir que os dois hemos têm papéis 
diferentes na actividade catalítica da enzima. O hemo BP é o local onde se dá a redução do 
H2O2 (hemo peroxidático) e o hemo AP têm apenas a função de aceitar os electrões do 
doador fisiológico (o citocromo c551 ou a azurina) e de os transferir durante o mecanismo 
catalítico para o hemo peroxidático (hemo de transferência electrónica) [29, 40]. 
Também neste estado de redução se verifica uma alteração do estado de spin 
dependente da temperatura, mas desta feita no hemo BP. Foi proposto que ao baixar a 
temperatura, voltasse a haver ligação de uma histidina na sexta posição de coordenação do 
hemo BP, que passava assim, a apresentar uma configuração de spin baixo. Às temperaturas 
de hélio líquido da caracterização espectroscópica por espectroscopia de RPE, ambos os 
hemos apresentam uma configuração de spin baixo. 
 
 
2.1.1.3. A Forma Reduzida 
 
A forma totalmente reduzida da CCP de Ps. aeruginosa é, tal como a forma oxidada, 
uma forma inactiva.  
No espectro de UV/visível deixa de ser observada a banda a 640 nm, característica de 
uma configuração de spin alto. No entanto, a pronta ligação de CO ao hemo BP na forma 
totalmente ferrosa desta peroxidase sugere que este se mantém pentacoordenado [42]. 
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2.1.1.4. O Mecanismo Catalítico 
 
No mecanismo catalítico proposto por Ellfolk e Ronnberg [28, 30] para a CCP de Ps. 
aeruginosa, a reacção da enzima semi-reduzida, activa, com o peróxido de hidrogénio dá 
origem ao composto I, que apresenta uma estrutura FeIII - FeIV=O (ver figura I.1.1). Ao 
contrário do que acontece nas peroxidases monohémicas, nomeadamente na CCP de 
levedura [8], não há formação de um radical de triptofano, já que um dos electrões 
necessários à catálise é doado pelo hemo de transferência electrónica, que passa do estado 
ferroso a férrico, e o outro pelo próprio hemo peroxidático que forma uma espécie FeIV=O, 
bastante rara. Este intermediário é rapidamente convertido no composto II, uma espécie 
totalmente férrica, que no entanto deverá ser diferente do estado nativo da enzima, antes da 
activação.  
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Figura I.1.1. Ciclo catalítico proposto por Ellfolk e Ronnberg para a CCP de Ps. aeruginosa. 
Adaptado de Ellfolk et al. [28, 30]. 
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2.1.2. A Peroxidase do Citocromo c de Pseudomonas stutzeri  
 
A peroxidase do citocromo c de Ps. stutzeri (ATCC 11607), objecto de estudo desta 
dissertação, foi purificada pela primeira vez em 1984 por Villalain et al. [20]. No entanto já 
em 1969 [43] havia sido referida a existência em Ps. stutzeri de um citocromo com um peso 
molecular de 37 kDa em electroforese desnaturante, e uma banda α a 558 nm com um ombro 
a 551 nm, que só mais tarde se provou ser uma peroxidase [44]. Esta CCP é uma enzima 
dihémica. Os dois hemos possuem potenciais formais de oxidação-redução bastante 
separados: um dos hemos é totalmente reduzido por ascorbato de sódio, enquanto que o 
outro apenas se reduz com ditionito de sódio. Assim, à semelhança do que acontece na 
enzima de Ps. aeruginosa, um hemo apresenta um potencial baixo, enquanto que o outro 
possui um potencial elevado. 
Estudos de actividade desta enzima revelaram que o seu doador electrónico fisiológico 
mais provável é o citocromo c551 (ver tabela I.1.2) [20]. 
 
 
2.1.3. A Peroxidase do Citocromo c de Paracoccus denitrificans  
 
A peroxidase do citocromo c de Pa. denitrificans é uma enzima muito semelhante, à CCP 
de Ps. aeruginosa, mas com diferenças de importância fundamental para a compreensão dos 
estudos realizados no âmbito desta tese. 
É uma enzima periplasmática, com uma massa molecular de cerca de 37.5 kDa por 
monómero [45], isolada pela primeira vez em 1990 por Goodhew et al. [17]. À semelhança da 
enzima de Ps. aeruginosa, a CCP de Pa. denitrificans contém dois hemos do tipo c: um de baixo 
potencial (com um potencial formal de oxidação-redução entre – 100 e –200 mV) e outro de 
alto potencial (com um potencial formal de oxidação-redução entre +176 mV e +226 mV – ver 
tabela I.1.3).  
 
Na forma oxidada, os espectros de UV/visível e de RPE são muito semelhantes aos 
anteriormente descritos para a CCP de Ps. aeruginosa (ver tabela I.1.4.). Verifica-se a 
existência de uma banda de absorção típica de um sistema de spin alto a 640 nm. A 
coordenação axial dos hemos, bem como o seu estado de spin são idênticos aos descritos 
para a CCP de Ps. aeruginosa [46]. 
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2.1.3.1. A Necessidade de Cálcio para a Activação 
 
A incubação da CCP com o citocromo c550 (o seu provável doador fisiológico de 
electrões) ou com ascorbato de sódio e diaminodurol (DAD) dá origem à sua forma 
semi-reduzida [18].  
Por espectroscopia de UV/visível, a pH = 6, verifica-se que a redução do hemo AP se 
completa 2 minutos após adição de ascorbato de sódio, mas o aparecimento das 
características de spin alto (o ombro na banda do soret e a banda a 640 nm) é um fenómeno 
que acontece muito mais lentamente. A pH = 7.5 o aparecimento das características de spin 
alto não ocorre sem adição de 1 mM de CaCl2. A forma semi-reduzida, com os dois hemos 
em configuração de spin baixo, é totalmente inactiva. Se deixarmos passar algum tempo de 
incubação após semi-redução a pH = 6, a actividade e formação de spin alto obtidas sem 
adição de cálcio, são apenas cerca de 30% do total (após adição de cálcio).  
Tendo em conta que pela primeira vez a semi-redução e a mudança de estado de spin 
do hemo BP puderam ser separadas temporalmente, o espectro de UV/visível de diferença 
entre as duas formas (antes e após mudança de spin) revela-nos as alterações ocorridas (ver 
figura I.1.2). Estas consistem num aumento de absorção a 380 nm e a 640 nm, com uma 
diminuição simultânea a 410 nm [46]. 
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Figura I.1.2. Espectro de UV/visível da CCP de Pa. denitrificans a pH = 7.5. A. Espectro da CCP 
oxidada (), semi-reduzida sem cálcio () e na presença de 1 mM CaCl2 (). Em inserção 
encontra-se uma expansão da zona da banda de spin alto a 640 nm. B. Espectro de diferença 
entre a CCP semi-reduzida na presença e ausência de cálcio. 
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O espectro de RPE da CCP de Pa. denitrificans, um minuto após a semi-redução sem 
adição de cálcio, apresenta, ao contrário da CCP de Ps. aeruginosa, o conjunto de sinais 
correspondentes ao hemo BP inalterado relativamente ao espectro da forma oxidada. Após 
adição de cálcio, há uma diminuição da largura de linha, simultaneamente com uma 
alteração dos valores de g, idênticas às verificadas no espectro da CCP de Ps. aeruginosa 
semi-reduzida e justificadas pela forte interacção entre os dois hemos (ver tabela I.1.4) [46]. À 
temperatura a que se realiza este tipo de espectroscopia, era de esperar que ambos os hemos 
se encontrassem num estado de spin baixo, devido à já referida transição de spin com a 
diminuição da temperatura. Se após semi-redução a enzima se tivesse tornado activa, por 
libertação da sexta posição de coordenação do hemo peroxidático, o abaixamento da 
temperatura faria com que este hemo voltasse a assumir uma configuração de spin baixo. No 
entanto, a enzima teria sofrido alterações conformacionais, de tal forma que os sinais de RPE 
teriam diferentes valores de g e menor largura de linha.  
Se permitirmos um maior tempo de incubação após a semi-redução sem cálcio, há 
alteração dos sinais correspondentes ao hemo BP, observando-se dois conjuntos de sinais 
típicos de hemos em spin baixo, com valores de g diferentes dos verificados no espectro da 
forma nativa (ver tabela I.1.4) e com uma largura de linha mais estreita. A adição de cálcio 
faz com que permaneça apenas um destes conjuntos de sinais (o da chamada espécie I) [46, 
47].  
 
Por tudo o que foi dito, é fácil concluir que, a alteração de configuração do hemo BP de 
spin alto para spin baixo, e consequentemente a activação da enzima com perda de uma 
histidina por parte deste hemo, são dependentes da presença de cálcio. A remoção de todo o 
cálcio residual com EGTA leva a uma forma inactiva da enzima em que, à temperatura 
ambiente, ambos os hemos adoptam uma configuração de spin baixo [48].  
 
 
2.1.3.2. O Equilíbrio Dímero-Monómero 
 
Se diluída, a CCP de Pa. denitrificans perde, progressivamente, a actividade ao longo do 
tempo. Esta é recuperada em caso de reconcentração da enzima. Tentativas para determinar 
o peso molecular por cromatografia de filtração em gel, revelaram que este é dependente da 
concentração de enzima aplicada. Pensa-se que este facto pode ser explicado pela ocorrência 
de um equilíbrio dímero-monómero, em que apenas o dímero é cataliticamente activo [49].  
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2.1.3.3. Os Dois Tipos de Sítios de Ligação para o Cálcio 
 
A ligação do cálcio à CCP de Pa. denitrificans foi estudada através das espectroscopias 
de UV/visível e de RMN. Os resultados indicam a presença de dois tipos de sítios para a 
ligação do cálcio a esta enzima, com diferentes afinidades. Na enzima nativa, o sítio I 
encontra-se ocupado e não liga magnésio nem manganês, enquanto que o sítio II se encontra 
vazio a pH=7.5 ou em soluções diluídas da enzima, apresentando uma muito baixa afinidade 
para o cálcio. A semi-redução da enzima faz com que a afinidade do sítio II aumente, 
assemelhando-se à do sítio I. A presença de cálcio neste local é necessária para a ocorrência 
da saída da histidina da sexta posição de coordenação do hemo peroxidático, e 
consequentemente para a activação da enzima. Supõe-se que seja necessário preencher o sítio 
I antes que o cálcio se possa ligar ao sítio II [50].  
A resolução da estrutura tridimensional por Cristalografia de Raios-X da CCP de Ps. 
aeruginosa [27] revelou a presença de um ião cálcio na interface dos dois domínios. A 
estequiometria da ligação a cada um dos sítios, bem como o facto de nunca se ter referido 
uma dependência de cálcio nesta CCP, fez com que se propusesse que o sítio I de ligação ao 
cálcio se localizasse entre os dois domínios, no local onde se verificou a sua existência na 
estrutura de Ps. aeruginosa. Existe, portanto, um sítio I por monómero. 
A comparação da estrutura primária da CCP de Pa. denitrificans com sequências de 
proteínas que ligam cálcio, revelou uma sequência candidata à localização do sítio II de 
ligação ao cálcio (ver figura I.1.3). No entanto, apenas existe uma sequência destas por 
monómero, pelo que se postulou que o sítio II deveria situar-se na interface do dímero. Isto 
seria consistente com a proposta do dímero funcional, anteriormente referida [45]. A ligação 
do cálcio neste sítio deverá levar à dimerização da enzima. 
 
 
   72         80 
(1)  G L G G V D G L P 
 
(2) G G X G X D X φ X 
 
Figura I.1.3. Possível localização do sítio II de ligação ao cálcio na CCP de Pa. denitrificans e 
comparação com a sequência consensus encontrada nas proteínas contendo barris-β. (1) CCP de 
Pa. denitrificans. (2) Sequência consensus (X é um resíduo qualquer e φ é um resíduo 
hidrofóbico, com preferência para uma leucina) [45]. 
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2.1.3.4. A Forma Activa 
 
A forma activa da CCP de Pa. denitrificans é, tal como em Ps. aeruginosa, a forma 
semi-reduzida da enzima. No entanto, nesta CCP, é necessário a presença de dois iões cálcio 
nos sítios de ligação ao cálcio do tipo I (um por monómero) e um ião cálcio no sítio II, na 
interface do dímero (ver figura I.1.4). O hemo peroxidático adopta uma configuração de spin 
alto, encontrando-se pentacoordenado, com uma histidina na quinta posição de coordenação, 
e o hemo de transferência electrónica apresenta um spin baixo, com coordenação axial 
metionina-histidina [50]. A CCP encontra-se numa forma dimérica. 
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Figura I.1.4. A forma activa proposta por Gilmour e Pettigrew para a CCP de Pa. denitrificans. 
AP – hemo de alto potencial; BP- hemo de baixo potencial; M – metionina axial; H – histidina 
axial. Adaptado de Gilmour et al. [50]. 
 
 
2.1.3.5. Os Modelos Propostos para a Activação 
 
Foram propostos dois modelos para a activação desta CCP. Em ambos os modelos, o 
estado de repouso da enzima apresenta uma coordenação metionina-histidina (estando a 
histidina fracamente ligada) para o hemo do domínio C-terminal (hemo AP) e 
histidina-histidina para o hemo do domínio N-terminal (hemo BP). O hemo AP, encontra-se 
assim, num equilíbrio spin alto-spin baixo e o hemo BP em configuração de spin baixo. 
A semi-redução da enzima faz com que o hemo AP passe a coordenar mais fortemente 
a sua metionina axial, passando de um equilíbrio de spins a uma configuração de spin baixo. 
Na ausência de cálcio a enzima será inactiva, pois ambos os hemos mantêm a sua esfera de 
coordenação completa, num estado de spin baixo. 
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2.1.3.5.1. Modelo I 
 
No modelo I, (ver figura I.1.5) a semi-redução na presença de cálcio apenas implica a 
saída de uma histidina da esfera de coordenação do hemo BP, passando este a um estado de 
spin alto, pronto a ligar H2O2. A enzima encontra-se na forma activa [47, 51].  
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Figura I.1.5. Mecanismo de activação da CCP de Pa. denitrificans. Modelo I. A (monómero) e B. 
(dímero) Formas nativas da CCP que se encontram em equilíbrio. C. Forma semi-reduzida 
sem adição de cálcio (inactiva). D. Forma semi-reduzida com adição de cálcio. AP – hemo de 
alto potencial; BP- hemo de baixo potencial Adaptado a partir de Prazeres et al. [47] e Lopes et 
al. [51]. 
 
 
2.1.3.5.1. Modelo II 
 
A comparação das sequências de aminoácidos das diversas peroxidases bacterianas 
conhecidas, revelou a existência de uma histidina (His-275 em Pa. denitrificans) e uma 
metionina (Met-129 em Pa. denitrificans) conservadas para além daquelas que são os ligandos 
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axiais dos hemos na forma oxidada. Este facto conjugado com as informações de que a 
modificação da His-275 faz com que a enzima não consiga adoptar a sua conformação activa 
[52], e que o composto II do mecanismo catalítico deverá ser diferente do estado oxidado de 
repouso da enzima, fez com que se propusesse um segundo modelo (modelo II) para a sua 
activação [47, 51]. 
No modelo II, (ver figura I.1.6) a redução na presença de cálcio do hemo situado no 
C-terminal (Centro I e hemo AP na enzima oxidada) faz com que haja uma alteração nas 
propriedades dos dois hemos.  
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Figura I.1.6. Mecanismo de activação da CCP de Pa. denitrificans. Modelo II.  A (monómero) e 
B. (dímero) Formas nativas da CCP que se encontram em equilíbrio. C. Forma semi-reduzida 
sem adição de cálcio (inactiva). D. Forma semi-reduzida com adição de cálcio. I – hemo ligado 
ao domínio N-terminal – Centro I; II- hemo ligado ao domínio C-terminal – Centro II 
Adaptado a partir de Prazeres et al. [47] e Lopes et al. [51]. 
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A entrada de um electrão no hemo C-terminal muda o seu potencial de alto para baixo, 
passando do estado ferroso ao férrico. Há saída da metionina da sua esfera de coordenação, 
passando a ligar apenas uma histidina, com a sexta posição de coordenação livre. Este hemo, 
agora com uma configuração de spin alto actua como hemo peroxidático. Por sua vez, o 
hemo situado no domínio N-terminal (Centro II e hemo BP na forma oxidada) substitui, na 
sua esfera de coordenação uma histidina pela metionina 129, continuando em configuração 
de spin baixo e alterando o seu potencial de baixo para alto. Este passa a actuar como hemo 
de transferência electrónica [47, 51]. Neste modelo, há uma inversão de potenciais e função 
de cada hemo. 
 
 
2.1.4. Outras Peroxidases Bacterianas 
 
Para além das CCP’s atrás descritas existem outras com relevância para os estudos 
apresentados nesta dissertação.  
A CCP isolada da bactéria N. europaea, ao contrário de todas as outras peroxidases 
bacterianas conhecidas, apresenta actividade de redução do H2O2 tanto na forma oxidada 
como semi-reduzida [21]. A ligação de aniões à forma oxidada desta enzima, bem como a 
não existência de uma mudança de estado de spin dos hemos com a semi-redução, são 
indicativos de uma forma oxidada com um hemo peroxidático pentacoordenado, que 
possuiu uma posição de coordenação livre para ligar o H2O2. A recente resolução da 
estrutura tridimensional da forma oxidada desta CCP, através de Cristalografia de Raios-X, 
confirmou esta hipótese, revelando a primeira estrutura de uma peroxidase bacteriana na 
sua forma activa [53]. 
 
A bactéria marinha Ps. nautica possui uma CCP activa a elevada força iónica, em que se 
pensa que a interacção com o doador electrónico é de natureza hidrofóbica [19]. A CCP 
isolada desta bactéria apresenta uma necessidade de cálcio para a sua activação semelhante à 
que foi descrita para a CCP de Pa. denitrificans. Recentemente foram obtidas duas estruturas 
tridimensionais desta CCP por Cristalografia de Raios-X em duas formas diferentes: uma 
forma fechada, inactiva, sem cálcio e uma forma aberta, com cálcio, em que o hemo ligado ao 
domínio N-terminal se encontra pentacoordenado [54]. 
 
As várias estruturas tridimensionais conhecidas até ao momento serão descritas em 
mais pormenor no Capítulo 5. 
  
Tabela I.1.2. Propriedades bioquímicas de diversas CCP’s bacterianas 
 
Bactéria Peso Molecular 
(monómero) 
Dímero 
(MM) 
Doador fisiológico Vm 
(min-1) 
Km 
(µM) pH óptimo Ref. 
Ps. aeruginosa 36.2 kDa a  Cit. C551 e azurina 42 600 (Cit. C551) e 
40 200 (azurina) b 
91 (Cit. C551) e 125 
(azurina) b 
6 [26, 32] 
Pa. denitrificans 37.5 kDa c monómero/ 
dímero 
Cit. C550 85 000 d 13 d 6 [49] 
Ps. stutzeri 37 kDa e  Cit. C551 21 238 f   [20] 
N. europaea 44 kDa e Sim g 
(90 kDa) 
    [21] 
R. capsulatus 36.2 kDa a Sim g 
(70 kDa) 
Cit. C2 85 800 h 60 h  [55, 56] 
Ps. nautica 36.5 kDa c Sim g 
(57.5 kDa) 
Cit. C552 116 000 i 122 i  [19] 
M. capsulatus 35.8 kDa c Sim g 
(78-80 kDa) 
Cit. C555 425 j 0.51 j 7 [23] 
 
a Obtido através da sequência de aminoácidos. 
b [H2O2] = 84 µM, em 10 mM NaPi, pH=6  
c Obtido por espectrometria de massa. 
d Na presença de 1 mM CaCl2, [H2O2] = 18 µM, em Tampão 5 mM 
MES/5 mM HEPES, pH=6 
e Obtido por de electroforese em condições desnaturantes 
f [H2O2] = 38.5 µM, [Cit c] = 16 µM em 20 mM NaPi, pH=7.2 
 
 
 
g Obtido através de cromatografia de Filtração em Gel 
h Na presença de 1 mM CaCl2, [H2O2] = 18 µM, em Tampão HEPES 10 mM, 
pH=7.5 
i Na presença de 1 mM CaCl2, [H2O2] = 16 µM, em Tampão 5 mM HEPES, 
pH=7.5 
j [H2O2] = 33 µM, na presença de 13 mM guaiacol, em Tampão 50 mM 
fosfato pH=7 
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Tabela I.1.3. Potenciais formais de oxidação-redução e efeito da adição de cálcio na actividade de diversas CCP’s bacterianas. 
Potencias Formais de Oxidação-Redução (mV) 
Bactéria 
Hemo AP Hemo BP 
Adição de Ca2+ 
estimula actividade 
Ref. 
Ps. aeruginosa +320 a -330 a  [28] 
Pa. denitrificans +176 (sem Ca2+),     
+226 (com Ca2+) b 
[–200, –100] b Sim [46] 
N. europaea +450 c -260 c  [21] 
R. capsulatus +270 d [–310, –190] d Não [56] 
Ps. nautica   Sim [19] 
M. capsulatus +432 e - 254 e Não [23] 
 
a Determinado em Tampão 50 mM MES, pH=6 
b Determinado em Tampão 5 mM MES/ 5 mM HEPES, pH = 7.5 
c Determinado em Tampão 50 mM fosfato de potássio, pH=7 
d Determinado em Tampão 10 mM HEPES pH=7.5 
e Determinado em Tampão 50 mM Mops, pH=7, com 0.1 M KCl  
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Tabela I.1.4. Propriedades espectroscópicas das CCP’s bacterianas. 
Espectroscopia de UV/visível 
Máximos de Absorção (nm) 
Espectroscopia de RPE 
Valores de g 
Semi-reduzida nativa Semi-reduzida 
Hemo BP 
Bactéria 
nativa 
Sem adição de Ca2+ Com adição 
de Ca2+ 
reduzida 
Hemo AP Hemo BP 
Sem ad. Ca2+ Adição de Ca2+ 
Ref. 
Ps. aeruginosa 407, 525, 
640 
420, (com ombro), 
524, (551-ombro) 
557, 640 
 420, 524 
(551-
ombro) 557 
gz=3.26 a gz=2.95 2.83, 2.35, 1.54  [34-36] 
Pa. 
denitrificans 
409, 640 419, 525, 557 419 (com 
ombro), 525, 
557, 640 
 gz=3.41 a 3.00, 2.27, 1.44 3.00, 2.27, 1.44b 
2.89, 2.32, 1.51 
(espécie I) c 
2.78, 2.40, 1.58 
(espécie II) c 
2.89, 2.32, 1.51 [46, 47] 
Ps. stutzeri 620 522, 555, 620   gz=3.39 a 3.01,2.29, 1.41 2.94, 2.33, 1.46  
gz=2.89 
(minoritário) 
 
 [20] 
N. europaea 408, 550, 
630 
418, 524, 554   gz=3.38 a 2.86, 2.38, 1.494 
(espécie I) 
2.81, 2.38, 1.547 
(espécie II) 
2.86, 2.38, 1.494 
(espécie I) 
2.81, 2.38, 1.547 
(espécie II) 
 [21] 
R. capsulatus 406, 630 420, 525, 556, 630       [22, 56] 
Ps. nautica 407, 
527.5, 640 
(406-ombro) 417.5, 
524.5, 556  
(397-ombro), 
419, 524.5, 
556.5, 640 
     [19] 
M. capsulatus 409, 630 (407-ombro) 419, 
625 
 420, 526, 
556 
3.23, 
2.02,1.8 
2.79, 2.4,1.58 2.79, 2.4,1.58  [23] 
a Sinal muito anisotrópico. Não se conseguem observar os valores de gy e gx. 
b Um minuto de incubação após a semi-redução. 
c 60 minutos de incubação após a semi-redução. 
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1. Introdução 
 
Neste capítulo serão descritos os esforços realizados no sentido da optimização da 
expressão da CCP de Ps. stutzeri, bem como a sua purificação. Será também descrita a 
purificação do doador electrónico fisiológico, o citocromo c551. No entanto, antes de começar 
a descrever o trabalho experimental, é importante fazer uma breve caracterização da bactéria 
e do citocromo c551, os quais não foram ainda abordados com a profundidade merecida. 
 
 
1.1. A Bactéria Pseudomonas stutzeri 
 
Pseudomonas stutzeri pertence ao grupo dos organismos aérobios semelhantes a 
Pseudomonas. Estes, são bacilos Gram negativos unicelulares, com apenas um flagelo polar 
para lhes dar mobilidade, que não formam esporos. O seu metabolismo é respiratório e 
nunca fermentativo. [1].  
Pseudomonas stutzeri é a espécie melhor caracterizada do grupo dos organismos 
desnitrificantes não-fluorescentes. É o organismo modelo no estudo da desnitrificação, sendo 
capaz de crescer em nitrato, nitrito ou óxido nítrico [2]. Esta espécie forma colónias com um 
aspecto pouco usual: castanho claro, de forma rugosa e aspecto seco e fortemente aderentes 
[1]. Os organismos a ela pertencentes são facilmente distinguidos dos outros organismos 
semelhantes a Pseudomonas pela sua capacidade de usar maltose e amido como fontes únicas 
de carbono e energia [3]. Ps. stutzeri possui uma amilase bacteriana única, a G4-amilase, que 
hidrolisa o amido produzindo α-maltotetraose a partir das suas extremidades não redutoras 
[4]. Outras propriedades metabólicas de especial interesse são a degradação de diversos 
poluentes ambientais e glicóis de polietileno. 
Estudos de hibridação ADN-ADN permitiram definir sete sub-grupos, denominados 
“gemovares”(grupos genómicos sem estatuto taxonómico). No entanto, dentro de cada 
“gemovar” existe grande variação de características fenotípicas, o que não permite que sejam 
separados em espécies diferentes [3, 5, 6]. 
A estirpe Ps. stutzeri ATCC 11607, da qual foi purificada a CCP estudada nesta 
dissertação, é proveniente de um isolamento clínico anterior a 1952 e pertence ao “gemovar” 
3, sendo a sua estirpe de referência [3, 6]. Apesar da existência de diversas estirpes de Ps. 
stutzeri provenientes de isolamentos clínicos, esta não é uma espécie reconhecidamente 
patogénica ou comensal. 
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1.2. O Citocromo c551 de Pseudomonas stutzeri 
 
O doador electrónico fisiológico da CCP de Ps. stutzeri é o citocromo c551 [7]. Esta classe 
de citocromos, também denominados citocromos c-8, são considerados os equivalentes 
funcionais dos citocromos c mitocôndriais. Estão presentes tanto nas células crescidas 
anaerobicamente como aerobicamente, pelo que deverão funcionar como doadores 
electrónicos de mais do que um tipo de enzimas [8]. O seu potencial formal de 
oxidação-redução a pH=7.5 é de aproximadamente 230 mV, conseguindo-se obter a sua 
redução completa por incubação com ascorbato de sódio [8, 9]. 
É um citocromo monohémico em que o grupo prostético se encontra covalentemente 
ligado a uma única cadeia polipeptídica de 82 aminoácidos. Apresenta uma coordenação 
axial metionina-histidina [10-12]. O seu peso molecular determinado por equilíbrio de 
sedimentação é aproximadamente 7 650 Da. 
Na figura I.2.1. apresenta-se o espectro de UV/visível do citocromo c551 isolado de Ps. 
stutzeri nas formas oxidada e reduzida. 
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Figura I.2.1. Espectro de UV/visível do citocromo c551 de Pseudomoas stutzeri nas formas 
oxidada () e reduzida com 1 mM de ascorbato de sódio (). 
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2. O Crescimento da Bactéria Pseudomonas stutzeri 
 
2.1. Optimização do Crescimento em Balão 
 
Com o objectivo de determinar qual a melhor fonte de carbono e de energia para o 
crescimento da bactéria Ps. stutzeri, experimentaram-se diversas condições de crescimento 
em balões Erlenmeyer. Partindo de um meio mineral com adição de extracto de levedura 
(ver composição dos meios no Apêndice A) várias fontes de carbono e de energia foram 
testadas, retirando-se amostras ao longo do crescimento para medição da densidade óptica. 
O pH inicial de cada meio de cultura foi ajustado a 7. Na tabela I.2.1 apresentam-se os 
diversos meios testados, indicando-se se foram ou não suplementados com ferro1, a 
concentração da fonte de carbono usada, bem como o pH final. As curvas de crescimento da 
bactéria Ps. stutzeri em cada um dos meios encontram-se nas figuras I.2.2, I.2.3 e I.2.42 (as 
tabelas com as densidades ópticas correspondentes a estas curvas de crescimento 
encontram-se no Apêndice A). Pretende-se uma fonte de carbono em que não haja inibição 
do crescimento até uma elevada concentração do nutriente, de forma a obter o maior 
rendimento possível em biomassa celular no crescimento em fermentador. 
 
Através da observação da figura I.2.3 e da tabela I.2.1 podemos verificar que o lactato 
não é uma boa fonte de carbono para o crescimento em fermentador, uma vez que há 
inibição para a concentração de 13 g/l no meio de cultura. No meio contendo acetato não 
houve crescimento, ao passo que no meio contendo dextrose atingiu-se uma boa densidade 
óptica, mas as células não adquiriram o aspecto rosado dos crescimentos com lactato ou 
citrato, o que pode ser indicativo de pouco rendimento em citocromos. Assim sendo, 
escolheu-se o citrato como fonte de carbono e de energia para os restantes ensaios, 
verificando-se existir um bom nível de crescimento neste meio até uma concentração de 
15 g/l de citrato por litro de meio de cultura. 
 
 
 
                                                     
1 O ferro é importante para a obtenção de um alto rendimento em citocromos. 
2 As densidades ópticas foram medidas a 625 nm. No eixo das ordenadas de cada figura encontra-se 
representada o logaritmo da razão entre a densidade óptica em cada ponto (X) e a densidade óptica inicial 
(ao tempo zero - Xo). 
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Tabela I.2.1. Meios usados nos crescimentos e pH final de cada balão. 
 
Balão Fonte de Carbono Concentração  (g/l) 
Suplementado com 
Ferroa pH Final 
A Citrato 5 + 8.30 
B Citrato 5 + 8.32 
C Citrato 5 - 8.30 
D Citrato 5 - 8.34 
E Citrato 13 + 8.33 
F Citrato 13 + 8.30 
G Citrato 13 - 8.32 
H Citrato 13 - 8.30 
I Lactato 5 + 7.80 
J Lactato 5 + 7.80 
K Lactato 5 - 7.90 
L Lactato 5 - 8.00 
M Lactato 13 +  b 
N Lactato 13 +  b 
O Lactato 13 -  b 
P Lactato 13 -  b 
Q Citrato 15 + 8.30 
R Citrato 15 + 8.34 
S Citrato 15 - 8.37 
T Citrato 15 - 8.34 
U Dextrose 10 - 3.76 
V Dextrose 10 - 3.79 
X Acetato 10 -  b 
Z Acetato 10 -  b 
a (+) Adicionou-se 1 ml de uma solução de Fe 1 mg/ml por cada litro de meio; (-) Sem 
suplemento de Ferro. 
b O pH não foi medido porque não houve crescimento nestes balões. 
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Figura I.2.2. Curvas de crescimento dos balões A a H. ?A, ? B, ? C, ?  D, ? E, ? F, ? G e ? H. 
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Figura I.2.3. Curvas de crescimento dos balões I a P. ?I, ? J, ? K, ? L, ? M, ? N, ? O e ? P. 
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Figura I.2.4. Curvas de crescimento dos balões Q a Z. ? Q, ? R, ? S,  × T, ? U, ? V, ? X e ?  Z. 
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2.2. Optimização do Crescimento em Fermentador 
 
Os testes em balão Erlenmeyer permitiram a escolha do meio de cultura a usar. Com o 
objectivo de optimizar as restantes condições de crescimento da bactéria Ps. stutzeri, bem 
como a expressão da peroxidase do citocromo c, fizeram-se diversos crescimentos em 
pequenos fermentadores com capacidade para 1.5 litros de meio de cultura. Estes ensaios 
permitiram-nos verificar, que para além do meio de cultura, as seguintes condições de 
crescimento são fundamentais na optimização da expressão da CCP: 
• Arejamento: A taxa de arejamento que permite uma maior expressão da CCP é 
0.2 vvm (volume de ar por volume do reactor por minuto). Com uma taxa de 
arejamento de 1 vvm a quantidade desta proteína obtida não foi suficiente para se 
conseguir levar a purificação até ao fim, pelo que não foi possível quantificá-la. 
• pH: Nos primeiros crescimentos realizados, o pH foi mantido a um valor de 
aproximadamente 7 por adição de HCl. No entanto, verificou-se que a não 
manutenção do pH, deixando que este se altere ao longo do crescimento, dá 
origem a um maior rendimento em CCP. 
• Momento de recolha das células: É fundamental recolher as células no início da 
fase estacionária, antes que a densidade de oxigénio dissolvido no meio aumente 
para valores mensuráveis pelo medidor de oxigénio. Pouco tempo após o 
fermentador ter sido inoculado com a bactéria Ps. stutzeri, a densidade de oxigénio 
dissolvido no meio começa a baixar devido ao crescimento bacteriano com a 
limitação no arejamento imposta pela taxa de 0.2 vvm. Quando o crescimento entra 
em fase exponencial, a quantidade de oxigénio dissolvido é tão baixa que deixa de 
ser mensurável. Na fase estacionária, deixa de haver um consumo tão elevado de 
oxigénio por parte das bactérias e a quantidade de oxigénio dissolvido começa a 
aumentar. A recolha das células nesta fase levou a um rendimento tão baixo em 
CCP que mais uma vez a quantidade de proteína existente não foi suficiente para 
se conseguir levar a purificação até ao fim. 
 
Optimizadas as condições, cresceu-se a bactéria Ps. stutzeri ATCC 11607 num 
fermentador com capacidade para 30 litros de meio de cultura. As condições usadas, 
encontram-se no Apêndice A. O rendimento celular obtido (em peso húmido) foi de 6 
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gramas de células por litro. Na figura I.2.5. encontra-se a respectiva curva de crescimento 
evidenciando a percentagem de oxigénio dissolvido ao longo do crescimento.  
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Figura I.2.5. Curva de crescimento de Ps. stutzeri num fermentador com 30 litros de meio de 
cultura, em que: (?) - ln (X/Xo) (X representa a densidade óptica medida a 625 nm em cada 
tempo e Xo a densidade óptica ao tempo zero) e (×) - DO2, é a percentagem de oxigénio 
dissolvido indicada pelo medidor de oxigénio. As células foram recolhidas 22 horas e meia 
após inoculação do fermentador. 
 
 
3. Purificação da Peroxidase do Citocromo c 
 
A membrana citoplasmática é uma estrutura fina que rodeia completamente as células, 
separando o interior do exterior. Nas bactérias, a elevada concentração de substâncias 
dissolvidas no interior, faz com que se crie uma pressão osmótica que se estima ser 
aproximadamente a mesma de um pneu de um automóvel. Para suportar tal pressão, as 
bactérias possuem, exteriormente à membrana citoplasmática, uma outra barreira 
denominada parede celular, a qual também dá forma e rigidez à célula. Nas bactérias Gram 
negativas existe um espaço entre a superfície externa da membrana citoplasmática e a 
superfície interna da parede celular, a que se chama periplasma [13]. Muitas enzimas e 
citocromos estão presentes neste espaço periplasmático, como é o caso da CCP e do 
citocromo c551 de Ps. stutzeri. 
Capítulo 2 – Crescimento e Purificação 
40 
A purificação destas duas proteínas fica bastante simplificada se rompermos a parede 
celular por acção da lisozima na presença de EDTA, libertando selectivamente o conteúdo do 
periplasma da célula e mantendo o citoplasma envolvido na membrana celular intacta, isto é, 
se produzirmos esferoplastos. O protocolo usado para a preparação de esferoplastos a partir 
de células de Ps. stutzeri encontra-se descrito no Apêndice B. 
Após a recolha das células do fermentador por centrifugação, estas são lavadas com 
tampão 10 mM fosfato de sódio, pH=7, e novamente centrifugadas. O passo seguinte é a 
formação de esferoplastos. Ao sobrenadante assim obtido adicionam-se inibidores de 
proteólise (1 mM PMSF e 10 mM benzamidina). As etapas seguintes da purificação são 
realizadas em contínuo, a 4ºC e pH=8, excepto quando mencionado em contrário. O 
congelamento das fracções intermediárias é de evitar, pois pode levar à proteólise da CCP. 
O conteúdo periplasmático é aplicado numa coluna DEAE-52 (Whatman 4.5×25 cm) 
previamente equilibrada com tampão 10 mM Tris-HCl. Após a injecção, lava-se a coluna, 
com o mesmo tampão com o intuito de eluír todas as proteínas não adsorvidas. Para a 
eluição das proteínas acídicas adsorvidas à resina, aplica-se um gradiente linear de força 
iónica crescente entre 0 e 400 mM de NaCl em tampão 10 mM Tris-HCl, com um volume 
total de 1 litro.  
Na figura I.2.6. podemos observar o perfil de eluição da coluna DEAE-52. Nas fracções 
1 a 10 temos uma banda de proteínas que não se adsorveram e que estavam ainda a sair 
quando se aplicou o gradiente.  
 
A CCP é eluída a aproximadamente 250 mM de NaCl. De seguida, é concentrada numa 
pequena coluna DEAE-52, previamente equilibrada com tampão 10 mM Tris-HCl, e eluída 
com 500 mM de NaCl no mesmo tampão. Esta fracção, é por sua vez aplicada numa coluna 
de exclusão molecular, Sephadex G 150-50 (Amersham Biosciences, 3×83 cm). A eluição faz-se 
por aplicação de um gradiente isocrático de 100 mM NaCl em tampão 20 mM Tris-HCl. O 
perfil de eluição desta coluna encontra-se na figura I.2.7. 
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Figura I.2.6. Perfil de eluição da coluna DEAE-52 com um gradiente de 0 a 400 mM de NaCl. 
Mediram-se as absorvâncias a 280 (?) e 410 nm (?) para verificar o conteúdo de cada fracção 
em proteína total e citocromos, respectivamente. (×) representa a razão entre as absorvâncias a 
410 e 280 nm e () o gradiente linear de NaCl. As bandas correspondentes à CCP e ao 
citocromo c551 encontram-se assinaladas. Não se apresenta o gradiente total, até 400 mM de 
NaCl, pois os dados referentes às fracções posteriores à eluição da CCP não foram registados. 
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Figura I.2.7. Perfil de eluição da coluna Sephadex G 150-50 com um gradiente isocrático de 
100 mM NaCl em 20 mM Tris-HCl. Mediram-se as absorvâncias a 280 (?) e 410 nm (?). (×) 
representa a razão entre as absorvâncias a 410 e 280 nm. A banda correspondente à CCP 
encontra-se assinalada. 
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Nesta etapa pretende-se eliminar todos os contaminantes com pesos moleculares 
diferentes do apresentado pela CCP. A fracção da CCP eluída desta coluna é concentrada 
num aparelho de ultrafiltração, no qual o líquido é forçado a sair por acção da força 
centrífuga, o Vivaspin-4 (Viviscience) equipado com uma membrana com um limite de 
exclusão de 10 kDa. 
A fracção concentrada é aplicada numa coluna de HTP (Bio-Rad 3×7.5 cm) equilibrada 
com tampão 1 mM fosfato de sódio, pH=7, 100 mM NaCl. A eluição é feita por aplicação de 
um gradiente linear decrescente de NaCl de 100 mM até 0, simultaneamente a um gradiente 
crescente de fosfato de 1 mM até 100 mM num volume total de 700 ml. A CCP é eluída com 
80 mM de fosfato de sódio e 20 mM de NaCl. A figura I.2.8. mostra o perfil de eluição desta 
coluna. 
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Figura I.2.8. Perfil de eluição da coluna HTP com um gradiente decrescente em NaCl, 
simultaneamente a um gradiente crescente em fosfato. Mediram-se as absorvâncias a 280 (?) e 
410 nm (?). (?) representa a razão entre as absorvâncias a 410 e 280 nm, () o gradiente linear 
crescente de fosfato e ()  o gradiente linear decrescente de NaCl. A banda correspondente à 
CCP encontra-se assinalada. 
 
 
A fracção de CCP pura, à saída da HTP, apresenta uma razão de pureza A410/A280 de 
4.4. Esta amostra deu origem a uma única banda em géis de poliacrilamida em condições 
desnaturantes corados para hemos ou com azul brilhante de coomassie (ver figura I.2.10). 
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A pureza da amostra foi verificada através de cromatografia de troca aniónica numa 
coluna Phenomenex Biosep DEAE-p. O perfil de eluição desta coluna teve como resultado 
um padrão complexo (ver figura I.2.9.A) que apenas foi simplificado num pico único pela 
inclusão de cálcio no tampão de eluição (ver figura I.2.9.B). 
Por fim, a CCP é concentrada novamente num Vivaspin-4 equipado com uma 
membrana de 10 kDa de limite de exclusão molecular e o tampão é trocado para 10 mM 
HEPES, pH=7.5. A proteína é aliquotada, congelada em azoto líquido e guardada e –70ºC.  
 
 
Tempo de Retenção
Minutos
Minutos
Tempo de Retenção
Vo
lts
Vo
lts
Vo
lts
Vo
lts
A
B
Vo
lts
Vo
lts
Vo
lts
Vo
lts
Vo
lts
Vo
lts
Vo
lts
Vo
lts
Vo
lts
Vo
lts
Vo
lts
Vo
lts
 
 
Figura I.2.9. Perfil de eluição da coluna Biosep DEAE-p com um gradiente de 0 a 400 mM de 
NaCl, em tampão 20 mM Tris-HCl, pH=8. Mediram-se as absorvâncias a 280 e 410 nm, mas 
apenas se apresenta a absorvância a 410 nm. A. Perfil na presença de 1 mM CaCl2, B. Eluição 
sem cálcio. 
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Figura I.2.10. Electroforese em gel de poliacrilamida (15%) na presença de SDS (0.1%). A. 
Corado com azul de coomassie; B. Corado para hemos de acordo com o Apêndice B. Poços: 
1. Mistura de CCP (37.5 kDa) e Citocromo c550 de Pa. denitrificans (15 kDa); 2. Padrão de 
pesos moleculares (a massa molecular correspondente a cada proteína da mistura padrão 
encontra-se indicada à esquerda do gel) ; 3. CCP de Ps. stutzeri pura. 
 
 
4. Purificação do Citocromo c551 
 
O citocromo c551, tal como a CCP, é uma proteína periplásmica. Assim, os primeiros 
passos das duas purificações são comuns. 
Na figura I.2.6. podemos observar da coluna DEAE-52 (o primeiro passo de 
cromatografia usado na purificação da CCP de Ps.stutzeri ATCC 11607), é eluída uma fracção 
contendo o citocromo c551 a cerca de 200 mM de NaCl. Esta fracção é, de seguida, concentrada 
num aparelho de ultrafiltração, Diaflo (Amicon), equipado com uma membrana YM 3. Os 
passos seguintes são efectuados em cromatografia líquida de alta pressão (HPLC). A fracção 
contendo o citocromo c551 é aplicada numa coluna de exclusão molecular, Superdex 75, 
equilibrada com tampão 300 mM Tris-HCl, pH=7.6. O perfil de eluição desta coluna com um 
gradiente isocrático de 300 mM Tris-HCl, pH=7.6, encontra-se na figura I.2.11.  
A fracção contendo o citocromo c551 é concentrada num Diaflo, equipado com uma 
membrana YM 3, e dialisada através de adições sucessivas de água destilada até atingir uma 
força iónica de aproximadamente 10 mM em Tris-HCl. De seguida, é injectada numa coluna 
de troca aniónica, Q-Resource (Amersham Biosciences, 6ml), equilibrada com 10 mM Tris-HCl, 
pH=7.6. Para eluição aplica-se um gradiente de 10 a 500 mM de Tris-HCl pH=7.6. 
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Figura I.2.11. Perfil de eluição da coluna Superdex 75 com um gradiente isocrático de 300 mM 
Tris-HCl, pH=7.6. Mediram-se as absorvâncias a 280 (?) e 410 nm (?). (?) representa a razão 
entre as absorvâncias a 410 e 280 nm.. A banda correspondente ao citocromo c551 encontra-se 
assinalada. 
 
 
O citocromo c551 puro, é eluído a uma força iónica de 75 mM em Tris-HCl e apresenta 
uma razão A417/A2803 de 4.9. A pureza desta proteína é confirmada através de electroforese 
em gel de poliacrilamida (15 %) em condições desnaturantes e de cromatografia de filtração 
em gel.  
Por fim, o citocromo é concentrado num Diaflo, equipado com uma membrana YM 3 e 
o tampão trocado para 10 mM HEPES, pH=7.5 através de adições sucessivas. É guardado 
congelado, a –70ºC. 
 
Na figura I.2.12. é apresentado um esquema da purificação da CCP e do citocromo c551 
de Ps. stutzeri ATCC 11607. 
                                                     
3 O citocromo c551 encontrava-se na forma reduzida no final da purificação, pelo que apresentava o 
valor máximo de absorção da sua banda de Soret a 417 nm. Assim, mediu-se a razão de pureza entre as 
absorvâncias a 417 nm e 280 nm. 
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Figura I.2.12. Esquema da purificação da CCP e do citocromo c551 de Ps. stutzeri ATCC 11607. 
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1. Introdução 
 
Neste capítulo, será descrita a caracterização da CCP de Ps. stutzeri ATCC 11607 tanto a 
nível bioquímico, passando pela composição em subunidades, estudos enzimáticos e 
activação, como a nível espectroscópico, através das espectroscopias de UV/visível e RPE. O 
objectivo principal, será elucidar o papel do cálcio nesta proteína, mantendo sempre como 
base de comparação a CCP de Pa. denitrificans. 
 
 
2. Caracterização Bioquímica 
 
2.1. Determinação do Conteúdo em Ferro e Cálcio 
 
Resultados de estudos preliminares realizados por Villalain et al.[1] com a CCP de Ps. 
stutzeri indicaram a presença de dois hemos do tipo c por monómero. A análise do conteúdo 
em ferro hémico através do método de piridina-hemocromo (ver Apêndice B) confirmou 
estes resultados. Obtém-se um valor igual a 2 ± 0.1 hemos por monómero de CCP. 
A espectroscopia de emissão atómica por plasma induzido (ICP) indicou que, para além do 
ferro, as amostras continham cálcio. O conteúdo deste último elemento em cada preparação 
encontra-se na tabela I.3.1. 
 
 
Tabela I.3.1. Resultados da análise de cálcio por Espectroscopia de Emissão de Plasma. 
 
Amostra Ca2+/dímero 
I 1.523 
II 1.567 
III 1.542 
 
 
As quantificações de ferro realizadas através esta técnica, permitiram calcular o 
coeficiente de extinção molar para a CCP de Ps. stutzeri, assumindo a existência de dois 
hemos por monómero. O valor obtido foi confirmando por quantificações de proteína 
através do método de BCA (ver apêndice B). 
O valor determinado para o coeficiente de extinção molar ao comprimento de onda da 
banda do Soret, 408 nm, foi de 252 000 M-1?cm-1. 
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2.2. Determinação da Massa Molecular 
 
2.2.1. Electroforese em Gel de Poliacrilamida em Condições Desnaturantes 
 
A electroforese em gel de poliacrilamida em condições desnaturantes permite-nos 
verificar o número de subunidades diferentes que compõem a proteína, bem como a sua 
massa molecular aparente. Verificou-se a presença de apenas uma banda, num gel de 15% de 
poliacrilamida na presença de 0.1% SDS, com uma massa molecular de aproximadamente 
37 kDa (ver figura I.2.10, do Capítulo 2). Assim, à semelhança das restantes CCP’s 
bacterianas [2-5], a CCP de Ps. stutzeri é constituída por apenas um tipo de subunidade. 
 
 
2.2.2. Espectrometria de Massa 
 
Da análise da CCP de Ps. stutzeri por Espectrometria de Massa, obteve-se um peso 
molecular de (36 248.5 ± 8.5) Da. Este valor é bastante semelhante aos dos pesos moleculares 
das outras CCP’s conhecidas, indicados na tabela I.I.2 do Capítulo 1. 
 
 
2.2.3. Cromatografia de Exclusão Molecular 
 
2.2.3.1. Equilíbrio Dímero-Monómero 
 
A cromatografia de exclusão molecular, não pode ser usada como uma medida muito 
exacta da massa molecular de proteínas que não sejam esféricas, como é o caso da CCP. No 
entanto, pode fornecer indicações sobre o seu estado de agregação.  
No Capítulo 1 foi referido que a CCP de Pa. denitrificans, no seu estado nativo, se 
encontra num equilíbrio dímero-monómero. Este, pode ser verificado em cromatografia de 
exclusão molecular, se forem aplicadas na coluna diferentes concentrações da enzima. No 
caso da CCP de Pa. denitrificans são obtidas diferentes massas moleculares, dependendo da 
concentração aplicada [6].  
A injecção da CCP de Ps. stutzeri numa coluna Superdex 75 (Amersham Biosciences 
1×30 cm), calibrada com padrões de pesos moleculares (ver tabelas I.3.2, e I.3.3 e figura I.3.1), 
revelou uma massa de aproximadamente 60 kDa. Este resultado é praticamente 
independente da concentração de proteína.  
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Tabela I.3.3. Efeito da concentração da 
CCP de Ps. stutzeri no Rf em 
cromatografia de exclusão molecular. 
 
 [CCP] (µM) Rf 1 Peso Molecular 
(kDa) 
6 1.198 59.5 
15 1.193 60.4 
22 1.189 61.1 
Tabela I.3.2. Calibração da coluna de exclusão molecular, Superdex-75. 
 
Padrão Peso Molecular (Da) Rf 1 
BSA 66 000 1.19 
Ovalbumina 45 000 1.29 
Anidrase Carbónica 29 000 1.45 
Quimotripsina A 20 200 1.54 
Citocromo c de cavalo 12 400 1.70 
Aprotinina 6 500 2.00 
 
 
Tendo em conta o peso molecular 
de 36.2 kDa, obtido por espectrometria 
de massa, no estado nativo a CCP de 
Ps. stutzeri deverá apresentar uma 
constituição homodimérica. A sua 
estrutura quaternária é do tipo α2. 
 
 
 
 
No entanto, o pico da CCP eluída desta 
coluna apresenta um padrão complexo, 
parecendo haver um arrastamento (uma 
“cauda”), que poderá ser devido a uma 
monomerização parcial ao percorrer a coluna.  
 
 
                                                     
1 O coeficiente de retenção, Rf, é determinado pela razão entre os tempos de retenção do pico da 
proteína e do pico do azul de dextrano (ver Apêndice B). 
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Figura I.3.1. Recta de Calibração da Coluna de 
Exclusão Molecular, Superdex-75. Equação da 
recta: Rf=-0.80×log(PM)+5.01. 
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2.2.3.1. Outras Formas de Agregação 
 
A injecção da CCP nativa numa outra coluna de exclusão molecular, Sephadex 
G150-50, originou resultados semelhantes, apenas se obtendo uma massa molecular aparente 
ligeiramente diferente: 67 kDa (ver tabela I.3.4. e figura I.3.2). 
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Figura I.3.2. Cromatografia de exclusão molecular da CCP de Ps. stutzeri na Sephadex G150-50. 
A. 175 nmol de CCP em 2 ml de tampão de eluição (ver Apêndice B), contendo 2 mM CaCl2. B. 
30 nmol de CCP em 2 ml de tampão de eluição, contendo 2 mM CaCl2. C. 30 nmol de CCP em 
2 ml de tampão de eluição. D. 30 nmol de CCP em 2 ml de tampão de eluição, contendo 1 mM 
EGTA. 
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A adição de EGTA a uma 
enzima tem como intuito quelar 
todo o cálcio que esta possa possuir 
ligado.  
Se na columa Sephadex 
G150-50 se adicionar EGTA ao 
tampão de eluição, a massa 
molecular aparente obtida para a 
CCP de Ps. stutzeri é de 51 kDa. De 
acordo com o modelo proposto 
para a CCP de Pa. denitrificans [7], 
na ausência de cálcio, a enzima 
encontra-se numa forma 
monomérica. Assim sendo, a massa 
de 51 kDa deverá reflectir o estado 
monomérico da CCP de Ps. stutzeri. 
A discrepância entre este valor e a 
massa obtida por espectrometria de 
massa, será muito provavelmente 
devida à forma alongada do 
monómero de CCP, que faz com que esta seja eluída da coluna com um tempo de retenção 
inferior ao esperado. O valor da massa molecular aparente da CCP de Pa. denitrificans 
determinado nestas mesmas condições foi idêntico (ver tabela I.3.4. e figura I.3.3.). 
 
 
Tabela I.3.4. Cromatografia de exclusão molecular das CCP’s de Ps. stutzeri  e Pa. denitrificans na 
coluna Sephadex G150-50. Eluição com um gradiente isocrático de 20 mM Tris-HCl pH=8, 100 mM 
NaCl. Nos casos especificados na tabela adicionou-se EGTA ou cálcio ao tampão de eluição. 
 
Peso Molecular (kDa) 
Condições de Eluição 
CCP Ps. stutzeri CCP Pa. denitrificans [8] 
Nativa 67  
Com EGTA 1 mM 51 51 
Com CaCl2 2 mM 80-87 74 
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Figura I.3.3. Cromatografia de exclusão molecular 
da CCP de Pa. denitrificans - Sephadex G150-50. A. 
30 nmol de CCP em 2 ml de tampão de eluição, 
contendo 2 mM CaCl2.. B. 30 nmol de CCP em 
2 ml de tampão de eluição, contendo 1 mM EGTA. 
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A presença de cálcio no tampão de eluição, faz com que massa molecular aparente 
obtida para a CCP seja mais elevada, cerca de 80-87 kDa (ver figura I.3.2), o que deverá 
corresponder a outras formas de agregação. Isto não acontece com a CCP de Pa. denitrificans, 
a qual nestas mesmas condições apresenta uma massa molecular aparente de 74 kDa, valor 
coincidente com o previsto para o dímero (figura I.3.3). 
 
 
2.2.3. Ultracentrifugação 
 
Os perfis de velocidade de sedimentação da CCP de Ps. stutzeri foram analisados 
segundo o método de DCDT+ (ver Apêndice B), obtendo-se as distribuições gaussianas de 
coeficientes de sedimentação apresentadas na figura I.3.4. Na tabela I.3.5 são apresentados os 
valores dos coeficientes de sedimentação obtidos para a CCP de Ps. stutzeri, em comparação 
com os valores recentemente publicados para a CCP de Pa. denitrificans [9].  
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Figura I.3.4. Distribuição gaussiana de coeficientes de sedimentação dos resultados de 
ultracentrifugação da CCP nativa na presença de 1 mM EGTA e na presença de 2 mM CaCl2. 
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Tabela I.3.5. Coeficientes de sedimentação, s20,w, para as CCP’s de Ps. stutzeri e Pa. denitrificans 
em diferentes condições experimentais. 
 
Coeficiente de sedimentação, s20,w  
(Svedbergs) Condições Experimentais 
CCP Ps. stutzeri CCP Pa. denitrificans [9] 
Nativa 4.67 2.69 
Com EGTA 1 mM 2.83 2.54 
Com CaCl2 2 mM 5.58 4.78 
 
 
O valor do coeficiente de sedimentação obtido para a CCP nativa de Ps. stutzeri é muito 
semelhante ao obtido para a CCP de Pa. denitrificans na presença de cálcio, condição que 
nesta enzima é reconhecidamente favorecedora da existência do dímero. Assim sendo, e 
tendo em conta os resultados já apresentados de cromatografia de exclusão molecular, 
podemos concluir que a CCP de Ps. stutzeri no seu estado nativo, se apresenta sob a forma de 
dímero, sem necessitar da adição de cálcio.  
A adição de EGTA dá origem à monomerização de ambas as CCP’s, o que se encontra 
reflectido nos valores semelhantes de coeficiente de sedimentação, consistentes com o menor 
peso molecular do monómero. 
A sedimentação da CCP de Ps. stutzeri na presença de cálcio, revelou um resultado 
surpreendente, mas coerente com as observações de cromatografia de exclusão molecular. A 
adição de cálcio provoca um maior estado de agregação (superior ao dímero) e os resultados 
obtidos não podem ser explicados pela presença de uma única espécie. Este fenómeno nunca 
foi observado na CCP de Pa. denitrificans. 
 
 
3. Caracterização Espectroscópica  
 
3.1. Espectroscopia de UV/visível 
 
O espectro de UV/visível da CCP de Ps. stutzeri no seu estado nativo, apresenta um 
valor de absorção máximo da banda do Soret a 408 nm, uma banda a 528 nm e uma outra de 
fraca absorção a 630 nm (ver figura I.3.5.a e tabela I.3.6). Esta última banda é 
reconhecidamente indicativa da existência de um hemo em configuração de spin alto [10]. 
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Dos estudos realizados na CCP de Ps. aeruginosa sabe-se que esta banda é originada pela 
fraca ligação da metionina ao hemo AP, o que faz com que este se encontre num equilíbrio 
de spins [11]. O espectro da CCP de Ps. stutzeri é típico de uma proteína hémica e semelhante 
aos espectros das restantes CCP’s bacterianas. 
 
 
 
Figura I.3.5. Espectros de UV/visível da CCP de Ps. stutzeri (4 µM) em tampão 10 mM HEPES 
pH=7.5. a) () oxidada; b) () semi-reduzida; c) () semi-reduzida com 2 mM CaCl2; d) () 
reduzida com ditionito de sódio. Em inserção encontra-se uma expansão da zona da banda de 
spin alto a 630 nm. A enzima foi tratada da forma descrita no apêndice B. 
 
 
A redução do hemo AP, com ascorbato de sódio na presença de DAD (figura I.3.5.b), dá 
origem ao estado semi-reduzido da CCP de Ps. stutzeri, provocando uma alteração no 
máximo de absorção da banda do Soret, para maiores comprimentos de onda e o 
aparecimento das bandas α e β (ver tabela I.3.6). A banda α apresenta um máximo de 
absorção a 558 nm e um pequeno “ombro” a 553 nm, o qual também foi observado no 
espectro de UV/visível das restantes CCP’s bacterianas [12-14]. Observa-se ainda uma banda 
de fraca absorção a 630 nm de aspecto diferente da observada no estado oxidado. 
No espectro de UV/visível do estado semi-reduzido da CCP de Ps. stutzeri, a banda do 
Soret apresenta o “ombro” pronunciado a 400 nm, o que na CCP de Pa. denitrificans apenas se 
observa após adição de cálcio [13]. Este ombro, juntamente com a banda a 630 nm, é 
indicativo da existência de uma configuração de spin alto no hemo peroxidático. Assim 
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sendo, na forma semi-reduzida da CCP de Ps. stutzeri, o hemo peroxidático encontra-se 
pentacoordenado e pronto a ligar o H2O2. A enzima está na sua forma activa sem a 
necessidade da adição de cálcio. A adição de 2 mM CaCl2 à amostra anterior não provoca 
modificações no espectro de UV/visível (figura I.3.5.c). 
 
A redução total da CCP com ditionito de sódio (figura I.3.5.d) faz com que a banda do 
Soret seja completamente deslocada para maiores comprimentos de onda, com um máximo 
de absorção a 418 nm, mas desta feita sem o “ombro” presente no espectro da forma anterior. 
Observa-se, também, o desaparecimento da banda a 630 nm. 
Se a CCP de Ps. stutzeri no seu estado nativo for tratada com 1 mM EGTA, obtém-se o 
espectro da figura I.3.6.b. Este espectro é semelhante ao da forma nativa, com excepção da 
banda de spin alto a 630 nm, que deixa de ser visível. 
 
 
 
Figura I.3.6. Efeito da adição de EGTA no espectro de UV/visível da CCP de Ps. stutzeri 
(4 µM) em tampão 10 mM HEPES pH=7.5: a) () nativa; b) () enzima tratada com 1 mM 
EGTA; c) () semi-reduzida ascorbato de sódio e DAD na presença de EGTA; d) () adição 
de 3 mM CaCl2 à amostra c). Em inserção encontra-se uma expansão da zona da banda de spin 
alto a 630 nm.  
 
 
No espectro da forma semi-reduzida da amostra previamente tratada com EGTA 
(figura I.3.6.c), não são visíveis as características típicas da presença de spin alto 
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anteriormente referidas para este estado de redução. Estas só se desenvolvem após adição de 
cálcio (figura I.3.6.d).  
 
 
Tabela I.3.6. Máximos de absorção do espectro de UV-visível da CCP de Ps. stutzeri a pH=7.5, 
com e sem pré-tratamento com EGTA e em diferentes estados de oxidação. Entre parêntesis 
encontram-se os valores de comprimento de onda dos “ombros” existentes em algumas das bandas. 
 
Pré-tratamento Forma Máximos de Absorção (nm) 
Oxidada 408, 528, 630 
Semi-reduzida 418 (408), 524 (532), 558 (553), 630  
Semi-reduzida+2 mM CaCl2  418 (408), 524 (532), 558 (553), 630 
Nativa 
Reduzida 418, 524 (532), 558 (553) 
Oxidada 410, 528 
Semi-reduzida 418, 524 (532), 558 (553) EGTA 1mM 
Semi-reduzida+2 mM CaCl2  418 (408), 524 (532), 558 (553), 630 
 
 
As alterações do espectro de 
UV/visível devidas à mudança de 
estado de spin de um hemo podem 
ser mais facilmente observadas num 
espectro de diferença entre as formas 
semi-reduzidas com e sem cálcio 
(figura I.3.7). Estas consistem num 
aumento de absorção a 380 e 422 nm 
com uma concomitante diminuição 
da absorção a 410 nm. 
A CCP de Ps. stutzeri 
previamente tratada com EGTA, 
comporta-se de uma forma idêntica à 
CCP de Pa. denitrificans não tratada 
[13]. Isto explica-se através de uma maior afinidade, na primeira CCP, do sítio de ligação ao 
cálcio cujo preenchimento é necessário à alteração de spin do hemo BP, e que na forma 
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Figura I.3.7. Espectro de diferença entre os 
espectros com e sem adição de cálcio da CCP 
semi-reduzida pré-tratada com EGTA. 
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Figura I.3.8. Espectros de UV/visível da CCP 
de Ps. stutzeri a pH=6. Os espectros da forma 
oxidada () e tratada com EGTA 1 mM () 
encontram-se sobrepostos. A forma semi-
reduzida da CCP com EGTA () apresenta 
características de spin alto. 
 
oxidada da CCP de Pa. denitrificans é 
de baixa afinidade (sítio II). A CCP 
de Ps. stutzeri é purificada com este 
sítio de ligação ao cálcio preenchido. 
A sua afinidade para o cálcio é tão 
elevada que a pH=6 não é possível 
destituir a proteína deste ião (ver 
figura I.3.8). 
No modelo proposto para a 
CCP de Pa. denitrificans [7] a 
afinidade do sítio de ligação ao 
cálcio, cujo preenchimento é 
considerado essencial para a 
mudança de spin do hemo 
peroxidático, aumenta com a semi-
redução da proteína. Na CCP de Ps. 
stutzeri tal fenómeno também foi verificado. Na realidade, ao reduzir o hemo AP com 
ascorbato e DAD, a afinidade deste sítio de ligação ao cálcio aumenta de tal forma, que a 
enzima compete com o EGTA para o cálcio que este havia quelado.  
Se a CCP de Ps. stutzeri for tratada com EGTA na sua forma oxidada, e posteriormente 
for semi-reduzida, o cálcio vai retornando lentamente à enzima, ao longo do tempo de 
incubação. Este fenómeno encontra-se ilustrado no gráfico da figura I.3.9. No entanto, apenas 
cerca de 60% do total das características de spin alto são recuperadas sem a adição de CaCl2. 
 
No modelo proposto para a CCP de Pa. denitrificans existem, tal como foi referido no 
Capítulo 1, dois sítios de ligação para o cálcio. Na forma oxidada desta enzima, o sítio I 
apresenta maior afinidade que o sítio II, estando preenchido na enzima tal como foi isolada. 
A existência do sítio I foi verificada através de uma titulação de UV/visível com EGTA na 
forma oxidada da enzima. O sítio II apresenta muito baixa afinidade para o cálcio neste 
estado de oxidação, pelo que todas as mudanças espectroscópicas foram atribuídas ao sítio I. 
 
A existência de dois sítios de ligação ao cálcio na CCP de Ps. stutzeri foi estudada 
através de duas formas: uma titulação com cálcio e outra com EGTA no estado oxidado da 
enzima. 
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Figura I.3.9. Espectros de diferença da CCP de Ps. stutzeri após tratamento com EGTA (na 
forma oxidada) com diferentes tempos de incubação (2-180 min.) e o espectro da forma semi-
reduzida (1 min. de incubação) (). As setas indicam mais tempo de incubação. Os últimos 3 
espectros de diferença () são após adição de CaCl2 2 mM. 
 
 
No primeiro caso, realizaram-se 
sucessivas adições de cálcio à forma 
oxidada da CCP de Ps. stutzeri. As 
alterações ocorridas podem ser 
observadas no espectro de diferença 
do estado oxidado da CCP de Ps. 
stutzeri com e sem 1 mM de Ca2+ 
(figura I.3.10). Estas alterações não se 
assemelham aos resultados 
publicados para a entrada de cálcio 
no sítio I da CCP de Pa. denitrificans 
[7] e poderão reflectir apenas alguma 
fracção do sítio II2 que não esteja 
totalmente preenchido.  
                                                     
2 Para simplificar a explicação, chamar-se-à ao sítio de alta afinidade da CCP de Ps. stutzeri sítio II, 
por analogia com a CCP de Pa. denitrificans. No entanto, a existência ou não de dois sítios se ligação ao 
cálcio, bem como a sua nomenclatura será abordada no Capítulo 6. 
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Figura I.3.10. Espectro de diferença da CCP de Ps. 
stutzeri a pH=7.5, entre a forma oxidada com e 
sem 1 mM CaCl2.  
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No segundo caso, fizeram-se adições sucessivas de EGTA em pequenos incrementos, 
até se atingir a concentração de 1 mM. Os resultados desta experiência não permitiram 
chegar a qualquer conclusão válida, devido ao facto de ocorrer redução parcial da proteína 
durante a incubação com EGTA. 
Ao longo da titulação parecem 
ocorrer dois fenómenos distintos. A 
primeira fase, até uma 
concentração de 8 µM de EGTA, 
pode ser explicada por uma 
redução parcial da enzima. Esta 
pode ser verificada pelo 
aparecimento das bandas α e β (não 
visíveis na figura) e aumento de 
absorvância a 420 nm (ver figura 
I.3.11). Numa segunda fase, para 
concentrações superiores a 8 µM de 
EGTA, as alterações 
espectroscópicas parecem indicar 
uma perda das características de 
spin alto de um hemo oxidado, 
com um aumento das 
características de spin baixo, 
traduzidas por uma diminuição da 
absorvância a 380 nm e aumento a 
410 nm (ver figura I.3.12). Existe 
também nesta fase o aparecimento 
de uma banda a 440 nm cuja 
origem é desconhecida. Como a 
existência de redução foi 
consistente em todos os 
tratamentos prolongados com 
EGTA, não é possível analisar de 
uma forma simples estes 
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Figura I.3.11. Espectros de diferença da CCP 
oxidada de Ps. stutzeri com concentrações 
crescentes de EGTA até 8 µM e o espectro sem 
EGTA, a pH=7.5. As setas indicam concentrações 
crescentes. 
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Figura I.3.12. Espectros de diferença da CCP 
oxidada de Ps. stutzeri com concentrações 
crescentes de EGTA desde 12 µM até 1 mM e o 
espectro com 8 µM de EGTA, a pH=7.5. As setas 
indicam concentrações crescentes. 
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resultados. As diferenças espectroscópicas observadas não podem ser explicadas unicamente 
pela saída de cálcio do sítio de alta afinidade, nem pela existência de outro sítio de ligação do 
cálcio inicialmente preenchido.  
Esta poderia, no entanto, ter sido uma boa forma de verificar as diferenças 
espectroscópicas devidas à entrada de cálcio no sítio II na forma oxidada da CCP (isso não é 
possível em Pa. denitrificans devido à baixa afinidade deste sítio de ligação ao cálcio na forma 
oxidada). 
 
Do que foi dito, pode-se concluir que na CCP de Ps. stutzeri existe pelo menos um sítio 
de ligação ao cálcio. Este apresenta elevada afinidade mesmo no estado oxidado da enzima e 
é o responsável pela alteração do estado de spin do hemo BP aquando da semi-redução da 
enzima. É portanto o análogo do sítio II da CCP de Pa. denitrificans. Não foi possível 
determinar a constante de afinidade da CCP de Ps. stutzeri para o cálcio, devido à 
complexidade das alterações espectroscópicas durante a titulação com cálcio. No entanto, no 
estado semi-reduzido, a constante de afinidade da CCP de Ps. stutzeri para o cálcio a pH=7.5 
deve ser da ordem de grandeza da constante de afinidade do EGTA (2.6×107). A pH=6 a 
constante de afinidade desta CCP para o cálcio é superior à do EGTA (2.7×104). 
 
Nos estudos realizados na CCP de Pa. denitrificans, verificou-se que o cálcio do sítio II 
poderia ser substituído por magnésio [7]. Para testar a entrada de magnésio no sítio de alta 
afinidade da CCP de Ps. stutzeri, tratou-se novamente a enzima, na sua forma oxidada, com 
1 mM EGTA, e reduziu-se com ascorbato de sódio e DAD. Após 10 minutos de incubação, 
adicionou-se 2 mM MgCl2. Os espectros de diferença entre os vários tempos de incubação 
com magnésio, e a enzima semi-reduzida são apresentados na figura I.3.13. Facilmente se 
observará a semelhança entre esta figura e a figura I.3.9. O aparecimento das características 
de spin alto no espectro de UV/visível após a adição de magnésio, segue sensivelmente o 
mesmo padrão temporal da amostra não tratada com Mg2+.  
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Figura I.3.13. Espectros de diferença entre diferentes tempos de incubação após adição de 
magnésio e o espectro da forma semi-reduzida (1 minuto de incubação) () da CCP de Ps. 
stutzeri tratada com 1 mM EGTA. As setas indicam maiores tempos de incubação. Os dois 
primeiros espectros de diferença () são anteriores à adição de magnésio e os dois últimos 
() após adição de 2 mM CaCl2. 
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Figura I.3.14. Percentagem do total das características de spin alto (verificadas através do 
aumento da absorvância a 380 nm) formadas ao longo do tempo de incubação após a semi-
redução, com (?) e sem (?) adição de magnésio à CCP de Ps. stutzeri. A seta com a cor 
correspondente indica o momento de adição de cálcio em cada caso.  
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Na figura I.3.14 compara-se a percentagem do total de características de spin alto 
formadas ao longo do tempo de incubação na presença de magnésio, com a amostra em que 
não se adicionou este ião. Em ambos os casos apenas há formação da totalidade das 
características de spin alto após adição de CaCl2. 
Aparentemente o magnésio não substitui o cálcio no sítio de ligação de alta afinidade 
da CCP de Ps. stutzeri. 
 
 
3.2. Espectroscopia de RPE 
 
No espectro de RPE da CCP nativa de Ps. stutzeri adquirido a 8 K, são visíveis três 
conjuntos de sinais (figura I.3.15.A). Dois deles correspondem a hemos em configuração de 
spin baixo enquanto que o outro, g≈5-6, é típico da presença de um hemo em spin alto (ver 
tabela I.3.7). Este padrão é comum à maioria das CCP’s bacterianas, variando apenas a 
intensidade do sinal de spin alto, consoante a preparação. 
Assim, por analogia com as CCP’s de Ps. aeruginosa e Pa. denitrificans [13, 15], as 
ressonâncias a gmax=3.00, gmed=2.28, gmin=1.44 podem ser atribuídas ao hemo BP, enquanto 
que o conjunto de ressonâncias com um valor de gmax=3.39 corresponde ao hemo AP. 
Na forma oxidada das CCP´s bacterianas, sabe-se que o hemo AP apresenta a 
metionina axial fracamente coordenada, encontrando-se portanto num equilíbrio de spins 
entre spin alto e spin baixo. Também já foi referido no Capítulo 1, que nas CCP’s existe um 
equilíbrio de spins dependente da temperatura, que faz com que os hemos que à 
temperatura ambiente se encontram em configuração de spin alto, mudem para spin baixo 
com a descida da temperatura. O sinal de spin alto, observado no espectro de RPE da forma 
oxidada da CCP de Ps. stutzeri (g=5.7 e g=5.15) deverá corresponder a alguma fracção do 
hemo AP ainda em configuração de spin alto. 
Os sinais fracos observados entre g=4.8 e g=3.7 são derivados de alguma impureza 
férrica. 
As componentes de spin baixo existentes no espectro da forma oxidada da CCP de Ps. 
stutzeri, podem ser simuladas assumindo a contribuição de dois hemos (figura I.3.15.B). 
 
A incubação com ascorbato de sódio e DAD (ver Apêndice B) provoca alterações 
profundas no espectro de RPE. Nenhum dos conjuntos de sinais observados no espectro da 
forma oxidada, é visível no espectro da forma semi-reduzida (figura I.3.15.C).  
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Figura I.3.15. Espectros de RPE da CCP de Ps. stutzeri em 10 mM HEPES, pH=7.5 (A) Forma 
oxidada, (C) Forma semi-reduzida e (E) Forma semi-reduzida incubada com cálcio. Condições 
experimentais: frequência da micro-onda, 9.65 GHz; temperatura, 8 K; número de scans, 3; 
ganho, 2×105; modulação da amplitude, 5 Gpp; potência da micro-onda, 2 mW. B. é a 
simulação dos sinais dos hemos em spin baixo do espectro A. Os parâmetros usados na 
simulação do hemo BP foram: gmax=2.99, gmed=2.27, gmin=1.44; e do hemo AP: gmax=3.37, 
gmed=2.05, gmin=0.61. D é a simulação das espécies de spin baixo do espectro C. Os parâmetros 
usados na simulação foram - espécie I: gmax=2.91, gmed=2.33, gmin=1.50; espécie II: gmax=2.80, 
gmed=2.30, gmin=1.60. Como existe uma pequena contribuição de hemo AP não reduzido os 
parâmetros usados para simular este sinal são os mesmos da simulação B. 
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Tabela I.3.7. Valores de g das ressonâncias observadas nos espectros de RPE da CCP de Ps. 
stutzeri nas formas oxidada e semi-reduzida, com e sem adição de cálcio. 
 
Valores de g 
CCP 
Hemo AP Hemo BP 
Oxidada gz=3.39 3.00, 2.28, 1.34 
Semi-reduzida  2.92, 2.33, 1.50 (espécie I) 
gz=2.79 (espécie II) 
Semi-reduzida com 2 mM CaCl2   
2.92, 2.33, 1.50 (espécie I) 
gz=2.79 (espécie II) 
 
 
O hemo AP encontra-se na forma ferrosa, diamagnética, portanto não visível por 
espectroscopia de RPE. Assim, os sinais remanescentes deverão corresponder ao hemo BP. 
Ao contrário do observado no espectro da CCP semi-reduzida de Pa. denitrificans, verifica-se 
apenas um conjunto maioritário de ressonâncias (gmáx=2.92, gmed=2.33, gmin=1.50). 
Estabelecendo um paralelo com a enzima de Pa. denitrificans [13, 16], estes sinais deverão 
corresponder à chamada espécie I. A ressonância minoritária existente a g=2.79 é a única 
indicação da presença de uma espécie II. Estes sinais encontram-se simulados na figura 
I.3.15.D. 
 
No espectro de RPE de CCP de Pa. denitrificans semi-reduzida, as espécies I e II 
apresentam intensidades comparáveis. A adição de cálcio faz com que a espécie I se torne 
maioritária e a espécie II quase desapareça, originando um espectro idêntico ao da CCP de 
Ps. stutzeri semi-reduzida sem adição de cálcio. A adição de cálcio a esta última enzima não 
provoca alterações no espectro de RPE (à excepção do aparecimento de uma pequena banda 
com g≈3.32 que é devida a uma ligeira oxidação da amostra), o que é consistente com as 
evidências anteriores de que a CCP de Ps. stutzeri é purificada com o cálcio essencial às 
mudanças de spin do hemo BP necessárias à activação da enzima. 
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4. Estudos Cinéticos 
 
4.1. Efeito da Concentração do Doador Electrónico 
 
O ensaio da actividade da peroxidase do citocromo c foi realizado de acordo com o 
procedimento descrito no Apêndice D.  
Para além do citocromo c551 de Ps. stutzeri, que já se sabia ser o doador electrónico 
fisiológico [1], também o citocromo c mitocôndrial de coração de cavalo é oxidado pela CCP 
de Ps. stutzeri. Com ambos os doadores electrónicos, a dependência da actividade do centro 
catalítico em função da concentração do substrato, obedecem a uma cinética aparente de 
Michaelis-Menten (figura I.3.16).  
Os valores obtidos para a velocidade catalítica máxima (VM) e para a constante de 
afinidade (Km), encontram-se na tabela I.3.8. Estes valores foram obtidos através de 
regressões não-lineares da equação de Michaelis-Menten, baseadas no método dos mínimos 
quadrados.  
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Figura I.3.16. Dependência da actividade do centro catalítico da CCP de Ps. stutzeri em função 
da concentração de doador electrónico, com o citocromo c551 (?) e citocromo c de coração de 
cavalo (?). Os parâmetros cinéticos foram determinados através de regressões não lineares da 
equação de Michaelis-Menten (curva representada a ajustar os pontos, em cada caso).  
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No entanto, devido às limitações do método de determinação da actividade, a gama de 
concentrações de citocromo c551 que é possível testar fica bastante aquém do elevado valor 
estimado para o seu Km. Desta forma, os valores de Km e VM aqui apresentados para este 
citocromo apenas podem ser considerados como uma aproximação.  
 
 
Tabela I.3.8. Valores dos parâmetros cinéticos da CCP de Ps. stutzeri com cada um dos doadores 
electrónicos usados, determinados através de regressões não lineares da equação de Michaelis-
Menten. 
 
Parâmetros Cinéticos 
Doador Electrónico Km  
(µM) 
VM × 103 
(min-1) 
Citocromo c551 de Ps. stutzeri 54±4 20.3±0.9 
Citocromo c de cavalo 11.8±1.3 11.7±0.6 
 
 
 
4.2. Efeito da Concentração do Peróxido de Hidrogénio 
 
O efeito da concentração do substrato envolvido na reacção, o H2O2, pode ser 
observado no gráfico da figura I.3.17. Os parâmetros cinéticos determinados (a uma 
concentração de ferrocitocromo de 7 µM) para este substrato foram: VM=(5.3 ± 0.1) × 103 min-1 
e Km=1.8 ± 0.05 µM. 
Estes resultados demonstram que à concentração de H2O2 a que se realizam os 
restantes ensaios de actividade (18 µM), já existe saturação neste substrato, o que valida o 
uso das aproximações de Gilmour et al. [6] de cinética de pseudo-primeira ordem. 
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Figura I.3.17. Actividade do centro catalítico da CCP de Ps. stutzeri em função da concentração 
de H2O2. Os parâmetros cinéticos foram determinados através de uma regressão não linear da 
equação de Michaelis-Menten (curva representada a ajustar os pontos).  
 
 
4.3. Efeito da Semi-redução e Incubação com Cálcio 
 
Se testarmos a actividade da CCP de Ps. stutzeri no seu estado oxidado, verificamos 
alguma oxidação do ferrocitocromo usado como doador electrónico, a qual aumenta de 
velocidade após alguns segundos de incubação. Este resultado justifica-se pela imediata 
transferência electrónica, e consequente activação de algumas moléculas de enzima em 
contacto com o ferrocitocromo, fenómeno esse que aumenta com o tempo de incubação com 
o doador electrónico 3. No entanto, pode-se considerar que a actividade enzimática da forma 
oxidada da CCP de Ps. stutzeri é quase nula, quando comparada com o valor obtido para a 
forma semi-reduzida (cerca de 9%). 
 
A redução prévia da solução ”stock” CCP de Ps. stutzeri com ascorbato de sódio e 
DAD, antes da sua adição à mistura reaccional faz com que a actividade aumente de uma 
forma bastante acentuada (ver tabela I.3.9). No entanto a adição de cálcio a esta solução 
                                                     
3 O ensaio de actividade foi sempre iniciado por adição da enzima. Ver no Apêndice D a descrição 
do ensaio de actividade da CCP de Ps. stutzeri. 
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“stock” de CCP não traz qualquer alteração à actividade da enzima. A forma activa desta 
CCP é, à semelhança da maioria das restantes, a forma semi-reduzida. 
Até aqui, todas as diferenças de actividade ou ausência delas com as diversas 
pré-incubações da enzima são semelhantes para ambos os doadores electrónicos usados. No 
entanto, se em vez de se adicionar cálcio à solução “stock” de CCP adicionarmos 1 mM de 
CaCl2 à mistura reaccional, os resultados obtidos variam consoante o ferrocitocromo usado 
como doador electrónico (ver tabela I.3.10). 
 
 
Tabela I.3.9. Actividades do centro catalítico da CCP de Ps. stutzeri com os dois doadores 
electrónicos usados e em diferentes estados de oxidação. O erro dos valores apresentados encontra-se 
entre parêntesis. 
 
Actividade do Centro Catalítico (min-1) 
CCP 
citocromo c551 de Ps. stutzeri citocromo c de cavalo 
Oxidada4 420 (60) 600 (100) 
Semi-reduzida 4480 (400) 5940 (200) 
 
 
Tabela I.3.10. Actividades do centro catalítico da CCP de Ps. stutzeri com os dois doadores 
electrónicos usados com e sem adição de cálcio ao “stock” da enzima ou à mistura reaccional. O erro 
dos valores apresentados encontra-se entre parêntesis. 
 
Actividade do Centro Catalítico  (min-1) 
citocromo c551 de Ps. stutzeri citocromo c de cavalo CCP “stock” 
Ca2+ no ensaio 
(1 mM) 
sem Ca2+ no 
ensaio 
Ca2+ no ensaio 
(1 mM) 
sem Ca2+ no 
ensaio 
Semi-reduzida, 
incubada com Ca2+ 4600 (400) 4440 (600) 3390 (50) 
5350 (340) 
Semi-reduzida 4540 (60) 4480 (400) 3310 (70) 5940 (200) 
                                                     
4 A determinação de um valor de actividade para estes ensaios é bastante dificultada pelo facto, já 
referido de a actividade aumentar ao longo do ensaio devido à semi-redução da enzima por incubação 
com o citocromo c da mistura reaccional. No entanto, tentou-se utilizar apenas os primeiros segundos do 
ensaio para determinação do declive. 
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Quando se usa como doador electrónico o citocromo c551 de Ps. stutzeri, não há alteração 
de actividade com a adição de cálcio à mistura reaccional. No entanto, com o citocromo c de 
cavalo como doador electrónico, a adição de 1 mM CaCl2 à mistura reaccional, provoca uma 
diminuição acentuada da actividade da CCP. Estes resultados indicam-nos que na CCP de 
Ps. stutzeri, a incubação com cálcio, não faz que este entre para nenhum outro local de ligação 
forte ao cálcio que exerça influência sobre a actividade, mas que o cálcio, provavelmente 
ligado à superfície da CCP de Ps. stutzeri de uma forma fraca, inibe a transferência 
electrónica entre o citocromo c de cavalo e a enzima. 
 
O gráfico da figura I.3.18 
mostra a actividade em função do 
tempo de incubação após redução 
com ascorbato de sódio e DAD. 
Dos resultados de espectroscopia 
de UV/visível sabíamos já que a 
semi-redução se completa em 
apenas 1 minuto. Da análise da 
figura conclui-se que, ao contrário 
do que sucede com a CCP de Pa. 
denitrificans [6], a actividade da 
CCP de Ps. stutzeri não varia com o 
tempo de incubação. 
Estas observações estão de 
acordo com os resultados 
espectroscópicos e cinéticos anteriormente apresentados que nos indicam que após a semi-
redução, a CCP de Ps. stutzeri não necessita da ligação de cálcio para se tornar activa. É de 
esperar que se torne totalmente activa assim que se complete a semi-redução. Na CCP da Pa. 
denitrificans, pelo contrário, existe uma activação mais lenta após semi-redução, devido à 
entrada de cálcio para o sítio II anteriormente vazio no estado oxidado. 
 
 
4.4. Tratamento com EGTA 
 
Se a CCP de Ps. stutzeri no seu estado oxidado, for tratada com 1 mM de EGTA, e 
semi-reduzida imediatamente antes de ser adicionada à mistura reaccional, a sua actividade 
 
0
2000
4000
6000
0 20 40 60
Tempo de incubação (s)
A
ct
iv
id
ad
e 
do
 C
en
tr
o 
C
at
al
ít
ic
o 
(m
in
-1
)
 
Figura I.3.18. Gráfico da actividade específica da 
CCP de Ps. stutzeri em função do tempo de 
incubação após a semi-redução com ascorbato de 
sódio. 
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catalítica é nula5. Se no entanto, se aumentar o tempo de incubação entre a redução com 
ascorbato de sódio e DAD e o ensaio de actividade, verifica-se um aumento da actividade da 
enzima idêntico à recuperação de características de spin alto observadas por 
espectrofotometria de UV/visível. A figura I.3.19 ilustra estes resultados, fazendo uma 
comparação para a mesma amostra da percentagem de características de spin alto formadas 
em UV/visível e aumento de actividade em relação ao total obtido após adição de cálcio6. 
 
O tratamento com EGTA da CCP de Ps. stutzeri no estado semi-reduzido não provoca 
alteração significativa na actividade, tal como havia sido observado para as características de 
spin alto em espectroscopia de UV/visível. A constante de afinidade da CCP para o cálcio 
neste estado de redução é tão elevada que o EGTA não consegue quelar o cálcio presente na 
enzima. 
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Figura I.3.19. Desenvolvimento de características de spin alto (?) (medidas pelo aumento da 
banda de absorção a 380 nm) e aumento da actividade catalítica (?) com o tempo de incubação 
após a semi-redução da CCP de Ps. stutzeri previamente tratada com EGTA em tampão 10 mM 
HEPES, pH=7.5. 
 
                                                     
5 Neste caso inclui-se 1 mM EGTA na mistura reaccional. 
6 No caso das formação de características de spin alto em UV/visível, esta figura contabiliza o 
aumento da banda de absorção a 380 nm ilustrada na figura I.3.8. 
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4.5. Efeito da Força Iónica 
 
O efeito da força iónica na actividade catalítica da CCP de Ps. stutzeri com o citocromo 
c551 como doador electrónico foi diferente do obtido com o citocromo c de cavalo e ainda do 
efeito da força iónica na actividade da CCP de Pa. denitrificans [17]. 
Com o citocromo c551 de Ps. stutzeri, a actividade aumenta com a força iónica (ver figura 
I.3.20) até cerca de 200 mM de NaCl, valor a que se atinge um patamar. Com o citocromo c de 
cavalo como doador electrónico, a actividade diminui exponencialmente com o aumento da 
força iónica. 
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Figura I.3.20. Efeito da força iónica na actividade do centro catalítico da CCP de Ps. stutzeri a 
pH 7.5, com o citocromo c551 (?) isolado da mesma bactéria e o citocromo c de cavalo (?) como 
doadores electrónicos. 
 
 
A curva de actividade com o citocromo c de cavalo como doador electrónico, em função 
da concentração de NaCl é típica da interacção entre duas superfícies de cargas opostas. Já o 
caso do citocromo c551 de Ps. stutzeri, parece ser um efeito de blindagem com o aumento da 
força iónica, o que parece reflectir a interacção de superfícies com cargas mais aproximadas 
[18]. Os potenciais superficiais de cada um dos citocromos apresentados nas figuras I.3.21 e 
I.3.22, estão de acordo com estes resultados.  
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Figura I.3.21. Representação da carga e potencial electrostático da superficie do citocromo c de 
cavalo. A cor vermelha representa resíduos carregados negativamente e cor azul resíduos 
carregados positivamente. 
 
 
 
Figura I.3.22. Representação da carga e potencial electrostático da superficie do citocromo c551 
de Ps. stutzeri. A cor vermelha representa resíduos carregados negativamente e cor azul 
resíduos carregados positivamente. 
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De acordo com os resultados de “docking” da CCP de Pa. denitrificans [19], os doadores 
electrónicos interactuam com a face negativa da enzima. Assim, o citocromo c de cavalo, com 
um potencial fortemente positivo, tem uma carga contrária à da superfície de interacção da 
CCP de Ps. stutzeri e o aumento da força iónica faz com que haja um decaimento da 
actividade semelhante ao obtido no caso da CCP de Pa. denitrificans para concentrações de 
NaCl superiores a 50 mM [17]. 
Já o citocromo c551 de Ps. stutzeri apresenta um potencial superficial fortemente negativo 
de um lado da molécula e um potencial positivo não muito acentuado no lado oposto. Este 
último, devido à sua carga mais positiva e ao facto de o hemo se encontrar mais próximo 
desta superfície, deverá ser a face que interage com a CCP. O potencial fortemente negativo 
do lado oposto ajuda a orientar o citocromo em relação à enzima. O aumento da força iónica, 
neste caso exerce um efeito de blindagem em relação à presença de alguns resíduos 
negativos nesta face do citocromo, os quais repelem a CCP carregada negativamente.  
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1. Introdução 
 
O conhecimento da sequência de aminoácidos de uma proteína pode ajudar a perceber 
determinadas diferenças de comportamento em relação a proteínas homólogas isoladas de 
outros organismos. No caso da CCP de Ps. stutzeri, é de especial interesse a zona de ligação 
do cálcio e as suas diferenças em relação à CCP de Pa. denitrificans. A sequência de 
aminoácidos permitiu também ajudar na resolução da estrutura tridimensional por 
Cristalografia de Raios-X. 
Para a determinação da sequência de aminoácidos de uma proteína, duas abordagens 
diferentes podem ser seguidas. A abordagem clássica é a sequenciação química de 
fragmentos da proteína através da degradação de Edman. Para tal, torna-se necessário o 
corte da proteína em péptidos com diferentes enzimas proteolíticas, a sua sequenciação 
química e finalmente a determinação da ordem dos vários péptidos, fazendo como que a 
montagem de um “puzzle”.  
Um outro tipo de abordagem é a sequenciação do gene que codifica para a proteína em 
questão. Neste caso, pode recorrer-se à comparação de sequências de proteínas homólogas e 
a eventuais regiões conhecidas de sequência da própria proteína para desenhar um par de 
oligonucleótidos iniciadores degenerados que permitam amplificar um fragmento do gene 
através da reacção de PCR (Reacção da polimerase em cadeia – Polimerase Chain Reaction). 
Após a obtenção de uma parte da sequência de ADN do gene pode recorrer-se à técnica de 
“Genome Walking” [1], para a qual se necessita já de iniciadores não degenerados, e que nos 
permite determinar a sequência de zonas do genoma adjacentes às conhecidas. Esta última, 
foi a abordagem seguida para a determinação da sequência da CCP de Ps. stutzeri. 
 
 
2. Sequência do N-terminal da CCP de Ps. stutzeri 
 
O primeiro passo para a determinação da sequência de aminoácidos da CCP de Ps. 
stutzeri foi a obtenção da sequência da região N-terminal da proteína através da degradação 
de Edman, num sequenciador automático (ver Apêndice B). Conseguiu-se identificar os 
primeiros 25 aminoácidos da proteína, à excepção do primeiro que não foi possível 
determinar com exactidão (ver figura I.4.1). 
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1           10               20 
X E L R E R A N A M F K P I P D K V T E V R G Q K  
Figura I.4.1. Sequência de aminoácidos da extremidade “amino” da CCP de Ps. stutzeri, obtida 
num sequenciador automático. X representa o primeiro resíduo, não identificado por esta 
técnica. 
 
 
3. Sequenciação do Gene que codifica para a CCP de Ps. stutzeri 
 
Para a obtenção da sequência de ADN do gene que codifica para a CCP de Ps. stutzeri 
começou-se por desenhar oligonucleótidos iniciadores para a amplificação de um fragmento 
desse gene através da técnica de PCR. Assim, usou-se um fragmento de sequência de 
aminoácidos conhecida da parte N-terminal da proteína para desenhar o iniciador 
degenerado PS1 com a seguinte sequência: 
 
A   N    A   M    F   K   P 
5’ – gcs aac gcs atg ttc aag cc –3’ 
 
em que s representa a degenerescência g+c1. 
 
Para desenhar o iniciador da direcção oposta, foi necessário recorrer a uma zona 
bastante conservada das sequências de aminoácidos das restantes CCP’s bacterianas. Esse 
iniciador, denominado PS4, encontra-se marcado na figura I.4.2, a qual ilustra a comparação 
das sequências de aminoácidos de quatro das CCP’s bacterianas usadas para verificação de 
zonas conservadas.  
Para diminuir a degenerescência dos iniciadores desenhados calculou-se a frequência 
dos codões que codificam para cada aminoácido noutras proteínas isoladas de Ps. stutzeri, 
cuja sequência de ADN era conhecida. Ao desenhar os iniciadores não foram considerados 
os codões com uma frequência de menos de 10% em todas as sequências analisadas.  
                                                     
1 Por cima da sequência de ADN (5’→3’) encontra-se a sequência de aminoácidos a partir da qual se 
desenhou o oligonucleótido. 
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PS4
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Figura I.4.2. Comparação das sequências de aminoácidos das CCP’s bacterianas isoladas de Ps. 
nautica [2], Ps. aeruginosa [3], Pa. denitrificans [4] e Aquifex aeolicus [5], para a verificação de 
zonas conservadas. As zonas onde foram desenhados os dois oligonucleótidos iniciadores para 
a reacção de PCR, PS1 e PS4, encontram-se marcadas com caixas de cor verde. 
 
 
       ? 
A sequência do iniciador PS4 é a seguinte: 
5’- tc cca sac ctt rcc -3’ 
 
 
O iniciador PS4 é o complementar e inverso da sequência de ADN que codifica para a 
proteína. s e r são degenerescências que significam g+c e a+g, respectivamente. 
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Uma vez desenhado o par de iniciadores, isolou-se o ADN molde para a reacção de 
PCR, a partir de uma cultura da bactéria Ps. stutzeri (ver Apêndice C). A reacção de PCR foi 
preparada com 50 ng de ADN molde num volume total de 50 µl (as restantes condições  da 
reacção encontram-se no Apêndice C) e decorreu num termociclador com o seguinte 
programa:  
 
Passo 1 – Desnaturação inicial da cadeia de ADN a 94ºC, durante 5 minutos. 
Passo 2 – Desnaturação de cada ciclo a 94ºC, durante 30 segundos. 
Passo 3 – Hibridação a 53ºC2, durante 1 minuto e 30 segundos. 
Passo 4 – Amplificação a 72ºC durante 2 minutos. 
(Os passos 2 a 4 foram repetidos 35 vezes) 
Passo 5 – Amplificação final a 72ºC, durante 10 minutos. 
Passo 6 – Permanência a 4ºC em pausa. 
 
Verificou-se o resultado da reacção de PCR através de uma electroforese em gel de 1% 
de agarose com brometo de etídeo, cuja fotografia se encontra na figura I.4.3. Tendo em conta 
a comparação de sequências da figura I.4.2. o fragmento de ADN esperado deveria ter cerca 
de 780 pares de bases (pb), correspondendo a uma zona de 260 aminoácidos da proteína. A 
banda assinalada na figura I.4.3. apresenta um tamanho de aproximadamente 780 pb, pelo 
que foi extraída do gel e purificada para ligação ao vector pGEM-T EASY (Promega). O ADN 
ligado ao plasmídeo foi transformado em células competentes Epicurian Coli XL1-Blue, as 
quais foram crescidas em meio LB com ampicilina, X-Gal e IPTG para selecção das colónias 
que adquiriram o plasmídeo contendo a inserção através da sua cor branca (ver Apêndice C). 
Estas foram crescidas em meio líquido LB contendo ampicilina. O ADN plasmídico foi 
isolado e sequenciado. 
As sequências de ADN e aminoácidos obtidas para a CCP de Ps. stutzeri a partir do 
fragmento da reacção de PCR com os iniciadores PS1 e PS4 encontra-se na figura I.4.4.  
 
                                                     
2 A temperatura de emparelhamento é escolhida tendo em conta a temperatura de fusão (Tm) de 
cada um dos iniciadores. Neste caso Tm do PS1=57.5ºC e do PS4=47.8ºC. 
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Figura I.4.3. Gel de 1% de agarose do produto da reacção de PCR com os iniciadores PS1 e 
PS4. Poços: 1. Marcador de pesos moleculares 1kB (Promega); 2. Produto da Reacção de PCR. A 
banda assinalada com uma seta apresenta um peso molecular de ≈ 760 pb. 
 
 
gccaacgcgatgttcaagccgattcccgacaaggtcaccgaggtccgcggccagaaggtc 
 A  N  A  M  F  K  P  I  P  D  K  V  T  E  V  R  G  Q  K  V  
agcgaagatcaggcaatgctcggtcacaaactctggttcgacccgcgcctgtccagcagt 
 S  E  D  Q  A  M  L  G  H  K  L  W  F  D  P  R  L  S  S  S  
cacgtcatcagctgcaacacctgccacaacctgagcatcgggggcagcgacaacgtgcca 
 H  V  I  S  C  N  T  C  H  N  L  S  I  G  G  S  D  N  V  P  
acctcgatcggtcacggctggcagaagggcccgcgcaactcgcccaccgtgctgaacgcc 
 T  S  I  G  H  G  W  Q  K  G  P  R  N  S  P  T  V  L  N  A  
gtattcaacgccgcgcagttctgggacggacgcgccaaggatctgcaggaacaggccaag 
 V  F  N  A  A  Q  F  W  D  G  R  A  K  D  L  Q  E  Q  A  K  
ggcccggtccaggcaagcgtggaaatgaacagtacgcccgagcgtgtcgtctcgacgctg 
 G  P  V  Q  A  S  V  E  M  N  S  T  P  E  R  V  V  S  T  L  
cagagcattccggagtacgccgccgagttcaagaaggccttccccaacgacaaggagccg 
 Q  S  I  P  E  Y  A  A  E  F  K  K  A  F  P  N  D  K  E  P  
gtcagtttcgacaacatggcctacgccctggaagccttcgaagtcagcctgaccacgccg 
 V  S  F  D  N  M  A  Y  A  L  E  A  F  E  V  S  L  T  T  P  
aactcgccgttcgaccgcttcctcaagggtgaggacggggcgctggacgacaagcagaaa 
 N  S  P  F  D  R  F  L  K  G  E  D  G  A  L  D  D  K  Q  K  
cagggtctcgccctgttcatggacgccggctgctcttcctgccacaacggcgtcaacctt 
 Q  G  L  A  L  F  M  D  A  G  C  S  S  C  H  N  G  V  N  L  
ggtggccagggttacttccccttcggcgtgatcaagaagcccggagccgaagtgctgccg 
 G  G  Q  G  Y  F  P  F  G  V  I  K  K  P  G  A  E  V  L  P  
accggcgacaaggggcggttcgcggtgaccaataccgccagcgacgagtacgtcttccgt 
 T  G  D  K  G  R  F  A  V  T  N  T  A  S  D  E  Y  V  F  R  
gccgcgccgctgcgcaatgtcgcgttgaccccgccgtacttccacagcggtaaggtctgg 
 A  A  P  L  R  N  V  A  L  T  P  P  Y  F  H  S  G  K  V  W  
gaa 
 E   
Figura I.4.4. Sequência de ADN da CCP de Ps. stutzeri e respectivos aminoácidos por ela 
codificados, obtida através do fragmento amplificado pela reacção de PCR com os iniciadores 
PS1 e PS4 (destacados por caixas). 
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3.1. Aplicação da Técnica de “Genome Walking” 
 
3.1.1. Introdução 
 
Na técnica de “Gemone Walking” constroem-se quatro bibliotecas genómicas a partir do 
ADN cromossómico da bactéria cortado com diferentes enzimas de restrição (EcoRV, DraI, 
PvuII e StuI). Aos fragmentos resultantes liga-se um adaptador (ver Apêndice C) fornecido 
pelo fabricante do kit (Clontech). Realizam-se então duas reacções de PCR consecutivas, 
sendo utilizado, em cada uma delas, um iniciador específico para sequência de ADN do gene 
em estudo e outro específico para o adaptador.  
A definição dos oligonucleótidos iniciadores é essencial ao sucesso desta técnica. É 
importante que estes não sejam degenerados, que sejam constituídos por cerca de 27 
nucleótidos, e que não possuam mais de 3 bases g+c entre os últimos 6 nucleótidos. Todos 
estes requisitos visam aumentar a especificidade de ligação do iniciador ao ADN alvo.  
Os iniciadores devem ser desenhados o mais próximo possível das extremidades da 
zona conhecida, de forma identificar o maior número de nucleótidos da sequência 
desconhecida do gene. O segundo iniciador, denominado interno, (a usar na segunda 
reacção de PCR) deve ser desenhado mais perto da extremidade do que o primeiro, sem que 
estes se sobreponham. 
A realização de duas reacções de PCR tem como objectivo um maior enriquecimento no 
produto pretendido, já que o facto de termos um iniciador que se liga ao adaptador, presente 
em todos os fragmentos de ADN da biblioteca, faz com que haja possibilidade de formação 
de um grande número de produtos de PCR inespecíficos. No final da segunda reacção de 
PCR deve-se conseguir um produto maioritário em pelo menos uma das bibliotecas.  
 
 
3.1.2. Sequenciação no sentido N-terminal 
 
3.1.2.1. Os Iniciadores 
 
Para determinar a sequência de ADN a montante da zona conhecida, desenharam-se 
dois iniciadores na cadeia complementar à codificante: 
PS6    5’- tgcagctgatgacgtgactgctggaca -3’ 
PS7 5’- gcattgcctgatcttcgctgaccttct -3’ 
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em que os iniciadores sintetizados são complementares e inverso da sequência de ADN que 
codifica para a proteína.  
Na figura I.4.5 é possível observar a localização destes dois iniciadores na sequência de 
ADN conhecida. 
 
 
gccaacgcgatgttcaagccgattcccgacaaggtcaccgaggtccgcggccagaaggtc 
 A  N  A  M  F  K  P  I  P  D  K  V  T  E  V  R  G  Q  K  V  
agcgaagatcaggcaatgctcggtcacaaactctggttcgacccgcgcctgtccagcagt 
 S  E  D  Q  A  M  L  G  H  K  L  W  F  D  P  R  L  S  S  S  
cacgtcatcagctgcaacacctgccacaacctgagcatcgggggcagcgacaacgtgcca 
 H  V  I  S  C  N  T  C  H  N  L  S  I  G  G  S  D  N  V  P  
acctcgatcggtcacggctggcagaagggcccgcgcaactcgcccaccgtgctgaacgcc 
 T  S  I  G  H  G  W  Q  K  G  P  R  N  S  P  T  V  L  N  A  
gtattcaacgccgcgcagttctgggacggacgcgccaaggatctgcaggaacaggccaag 
 V  F  N  A  A  Q  F  W  D  G  R  A  K  D  L  Q  E  Q  A  K  
ggcccggtccaggcaagcgtggaaatgaacagtacgcccgagcgtgtcgtctcgacgctg 
 G  P  V  Q  A  S  V  E  M  N  S  T  P  E  R  V  V  S  T  L  
cagagcattccggagtacgccgccgagttcaagaaggccttccccaacgacaaggagccg 
 Q  S  I  P  E  Y  A  A  E  F  K  K  A  F  P  N  D  K  E  P  
gtcagtttcgacaacatggcctacgccctggaagccttcgaagtcagcctgaccacgccg 
 V  S  F  D  N  M  A  Y  A  L  E  A  F  E  V  S  L  T  T  P  
aactcgccgttcgaccgcttcctcaagggtgaggacggggcgctggacgacaagcagaaa 
 N  S  P  F  D  R  F  L  K  G  E  D  G  A  L  D  D  K  Q  K  
cagggtctcgccctgttcatggacgccggctgctcttcctgccacaacggcgtcaacctt 
 Q  G  L  A  L  F  M  D  A  G  C  S  S  C  H  N  G  V  N  L  
ggtggccagggttacttccccttcggcgtgatcaagaagcccggagccgaagtgctgccg 
 G  G  Q  G  Y  F  P  F  G  V  I  K  K  P  G  A  E  V  L  P  
accggcgacaaggggcggttcgcggtgaccaataccgccagcgacgagtacgtcttccgt 
 T  G  D  K  G  R  F  A  V  T  N  T  A  S  D  E  Y  V  F  R  
gccgcgccgctgcgcaatgtcgcgttgaccccgccgtacttccacagcggtaaggtctgg 
 A  A  P  L  R  N  V  A  L  T  P  P  Y  F  H  S  G  K  V  W  
gaa 
 E   
Figura I.4.5. Localização na sequência de ADN da CCP de Ps. stutzeri, dos iniciadores PS6 e 
PS7 para a primeira e segunda reacção de PCR respectivamente, no sentido do N-terminal.  
 
 
3.1.2.2. Primeira Reacção de PCR 
 
Após o isolamento do ADN genómico da bactéria Ps. stutzeri e construção das livrarias 
genómicas de acordo com as especificações do fabricante do kit de “Genome Walker” 
(Clontech), realizou-se a primeira reacção de PCR com os iniciadores PS6 a AP1 (fornecido no 
kit Clontech).  
A temperatura de emparelhamento escolhida para os primeiros 7 ciclos é normalmente 
mais alta do que nos últimos 32 com o intuito de obter um emparelhamento mais específico 
  ? 
PS7 
  ? 
PS6 
Capítulo 4 –Sequenciação da CCP de Ps. stutzeri  
90 
no início. Passada essa fase, já existe enriquecimento no produto pretendido, e pode-se então 
baixar a temperatura para obter um maior rendimento da reacção de PCR.  
A primeira temperatura de emparelhamento é normalmente escolhida alguns graus 
acima da temperatura de fusão (Tm) do iniciador. Se no entanto, não se conseguir obter um 
produto de PCR nessas condições, deve baixar-se a temperatura dos primeiros ciclos. Para 
segunda temperatura de emparelhamento escolheu-se sempre uma temperatura 5ºC abaixo 
da primeira.  
 
O programa de PCR encontra-se descrito abaixo: 
Passo 1 – Desnaturação inicial da cadeia de ADN a 94ºC, durante 25 segundos. 
Passo 2 – Desnaturação a 94ºC, durante 25 segundos. 
Passo 3 – Hibridação e extensão a 78ºC3, durante 3 minutos. 
(Os passos 2 e 3 foram repetidos 7 vezes) 
Passo 4 – Desnaturação a 94ºC, durante 25 segundos. 
Passo 5 – Hibridação e extensão a 73ºC, durante 3 minutos. 
(Os passos 4 e 5 foram repetidos 32 vezes) 
Passo 6 – Amplificação final a 73ºC, durante 7 minutos. 
Passo 7 – Permanência a 4ºC em pausa. 
 
O resultado da reacção de PCR foi verificado através de uma electroforese em gel de 
agarose 1.5%, cuja fotografia se encontra na figura I.4.6. 
Nesta figura é possível observar diversas bandas, havendo já nalguns poços do gel um 
produto de PCR principal. No entanto, as bandas principais resultantes da primeira reacção 
de PCR podem não ser o produto pretendido. Na segunda reacção de PCR usou-se um 
iniciador interno em relação à zona amplificada na primeira reacção. Neste caso pretendia-se 
obter uma amplificação mais específica, pois mesmo que o primeiro iniciador hibride com 
outras sequências para além da sequência alvo, a probabilidade de o segundo iniciador 
também hibridar com as mesmas sequências é bastante baixa. 
 
                                                     
3 Tendo em conta a Tm do PS6=79.1ºC começou-se por experimentar uma temperatura dois graus 
acima (81ºC). No entanto verificou-se que era preferível não ultrapassar 78ºC visto que não se obter 
produtos de PCR acima disso.  
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Figura I.4.6. Gel de 1.5% de agarose da primeira reacção de PCR da técnica de “Genome 
Walking” no sentido do N-terminal. Poços: 1. Marcador de pesos moleculares 1kB (Promega); 2 
a 5. Reacções de PCR usando como ADN molde as livrarias genómicas das enzimas DraI, 
EcoRV, PvuII e StuI, respectivamente.  
 
 
3.1.2.3. Segunda Reacção de PCR 
 
Na segunda reacção de PCR usou-se como ADN molde uma diluição de 1:50 do 
resultado da primeira reacção. Usaram-se os iniciadores PS7 e AP2 (fornecido no Kit 
Clontech). 
 
O programa de PCR encontra-se descrito abaixo: 
Passo 1 – Desnaturação inicial da cadeia de ADN a 94ºC, durante 25 segundos. 
Passo 2 – Desnaturação a 94ºC, durante 25 segundos. 
Passo 3 – Hibridação e extensão a 77ºC4, durante 3 minutos. 
(Os passos 2 e 3 foram repetidos 5 vezes) 
Passo 4 – Desnaturação a 94ºC, durante 25 segundos. 
Passo 5 – Hibridação e extensão a 72ºC, durante 3 minutos. 
(Os passos 4 e 5 foram repetidos 24 vezes) 
Passo 6 – Amplificação final a 72ºC, durante 7 minutos. 
Passo 7 – Permanência a 4ºC em pausa. 
                                                     
4 Tendo em conta a Tm do PS7=75ºC seguiu-se a regra geral para as temperaturas de 
emparelhamento.  
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O resultado da reacção de PCR foi verificado através de uma electroforese em gel de 
agarose 1.5%, cuja fotografia se encontra na figura I.4.7. 
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Figura I.4.7. Gel de 1.5% de agarose da segunda reacção de PCR da técnica de “Genome 
Walking” no sentido do N-terminal. Poços: 1. Marcador de pesos moleculares 1kB (Promega); 2 
a 12: reacções de PCR usando como ADN molde as primeiras reacções com as livrarias 
genómicas da enzima DraI (2 e 3), EcoRV (5 e 6), PvuII (8 e 9) e StuI (11 e 12). 
 
 
3.1.2.4. Sequência Obtida 
 
As bandas assinaladas no gel da figura I.4.7. (pertencentes à mesma reacção) foram 
extraídas e o seu ADN purificado, ligado ao plasmídeo e transformado em células 
competentes tal como anteriormente (ver secção 3 e Apêndice C). A sequência determinada 
para o fragmento encontra-se na figura I.4.8. 
 
 
gatgagctgcgtgagcgcgccaacgcgatgttcaaaccgattcccgacaaggtcaccgag 
 D  E  L  R  E  R  A  N  A  M  F  K  P  I  P  D  K  V  T  E  
gtccgcggccagaaggtcagcgaagatcaggcaatgc 
 V  R  G  Q  K  V  S  E  D  Q  A  M     
 
Figura I.4.8. Sequência do fragmento de ADN da CCP de Ps. stutzeri com a respectiva 
sequência de aminoácidos por ela codificada, obtida através da técnica de “Genome Walking” 
no sentido do N-terminal. A sequência do iniciador PS7 encontra-se destacada por uma caixa. 
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3.1.3. Sequenciação no sentido C-terminal 
 
3.1.3.1. Os Iniciadores 
 
Para determinar a sequência de ADN a juzante da zona conhecida, desenharam-se dois 
iniciadores na cadeia codificante:  
 
PS8    5’- gatcaagaagcccggagccgaagtgct -3’ 
PS9 5’- caataccgccagcgacgagtacgtctt -3’ 
 
Na figura I.4.9 é possível observar a localização destes dois iniciadores na sequência de 
ADN conhecida. 
 
 
gccaacgcgatgttcaagccgattcccgacaaggtcaccgaggtccgcggccagaaggtc 
 A  N  A  M  F  K  P  I  P  D  K  V  T  E  V  R  G  Q  K  V  
agcgaagatcaggcaatgctcggtcacaaactctggttcgacccgcgcctgtccagcagt 
 S  E  D  Q  A  M  L  G  H  K  L  W  F  D  P  R  L  S  S  S  
cacgtcatcagctgcaacacctgccacaacctgagcatcgggggcagcgacaacgtgcca 
 H  V  I  S  C  N  T  C  H  N  L  S  I  G  G  S  D  N  V  P  
acctcgatcggtcacggctggcagaagggcccgcgcaactcgcccaccgtgctgaacgcc 
 T  S  I  G  H  G  W  Q  K  G  P  R  N  S  P  T  V  L  N  A  
gtattcaacgccgcgcagttctgggacggacgcgccaaggatctgcaggaacaggccaag 
 V  F  N  A  A  Q  F  W  D  G  R  A  K  D  L  Q  E  Q  A  K  
ggcccggtccaggcaagcgtggaaatgaacagtacgcccgagcgtgtcgtctcgacgctg 
 G  P  V  Q  A  S  V  E  M  N  S  T  P  E  R  V  V  S  T  L  
cagagcattccggagtacgccgccgagttcaagaaggccttccccaacgacaaggagccg 
 Q  S  I  P  E  Y  A  A  E  F  K  K  A  F  P  N  D  K  E  P  
gtcagtttcgacaacatggcctacgccctggaagccttcgaagtcagcctgaccacgccg 
 V  S  F  D  N  M  A  Y  A  L  E  A  F  E  V  S  L  T  T  P  
aactcgccgttcgaccgcttcctcaagggtgaggacggggcgctggacgacaagcagaaa 
 N  S  P  F  D  R  F  L  K  G  E  D  G  A  L  D  D  K  Q  K  
cagggtctcgccctgttcatggacgccggctgctcttcctgccacaacggcgtcaacctt 
 Q  G  L  A  L  F  M  D  A  G  C  S  S  C  H  N  G  V  N  L  
ggtggccagggttacttccccttcggcgtgatcaagaagcccggagccgaagtgctgccg 
 G  G  Q  G  Y  F  P  F  G  V  I  K  K  P  G  A  E  V  L  P  
accggcgacaaggggcggttcgcggtgaccaataccgccagcgacgagtacgtcttccgt 
 T  G  D  K  G  R  F  A  V  T  N  T  A  S  D  E  Y  V  F  R  
gccgcgccgctgcgcaatgtcgcgttgaccccgccgtacttccacagcggtaaggtctgg 
 A  A  P  L  R  N  V  A  L  T  P  P  Y  F  H  S  G  K  V  W  
gaa 
 E   
 
Figura I.4.9. Localização na sequência de ADN da CCP de Ps. stutzeri, dos iniciadores PS8 e 
PS9 para a primeira e segunda reacção de PCR no sentido do C-terminal.  
  ? 
PS8 
  ? 
PS9 
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3.1.3.2. Primeira Reacção de PCR 
 
Utilizaram-se as bibliotecas genómicas anteriormente construídas para a realização da 
primeira reacção de PCR com os iniciadores PS8 e AP1. 
O programa de PCR usado foi o seguinte: 
Passo 1 – Desnaturação inicial da cadeia de ADN a 94ºC, durante 25 segundos. 
Passo 2 – Desnaturação a 94ºC, durante 25 segundos. 
Passo 3 – Hibridação e extensão a 78ºC5, durante 3 minutos. 
(Os passos 2 e 3 foram repetidos 7 vezes) 
Passo 4 – Desnaturação a 94ºC, durante 25 segundos. 
Passo 5 – Hibridação e extensão a 73ºC, durante 3 minutos. 
(Os passos 4 e 5 foram repetidos 32 vezes) 
Passo 6 – Amplificação final a 73ºC, durante 7 minutos. 
Passo 7 – Permanência a 4ºC em pausa. 
 
O resultado da reacção de PCR foi verificado através de uma electroforese em gel de 
agarose 1.5%, cuja fotografia se encontra na figura I.4.10. 
 
1 500
1 000
750
500
250
10 000 
6 000
5 000
4 000
3 000
2 500
2 000
1 2 3 4 5pb
 
Figura I.4.10. Gel de 1.5% de agarose da primeira reacção de PCR da técnica de “Genome 
Walking” no sentido do C-terminal. Poços: 1. Marcador de pesos moleculares 1kB (Promega); 2 
a 5. Reacções de PCR usando como ADN molde as livrarias genómicas das enzimas DraI, 
EcoRV, PvuII e StuI, respectivamente.  
                                                     
5 Tendo em conta a Tm do PS8=78.5ºC usou-se uma temperatura de emparelhamento para os 
primeiros ciclos de 78ºC, visto que já se havia verificado não ser aconselhável ultrapassar aquela 
temperatura. 
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3.1.3.3. Segunda Reacção de PCR 
 
Na segunda reacção de PCR usou-se como ADN molde uma diluição de 1:50 do 
resultado da primeira reacção. Usaram-se os iniciadores PS9 e AP2. 
O programa de PCR usado encontra-se descrito abaixo: 
Passo 1 – Desnaturação inicial da cadeia de ADN a 94ºC, durante 25 segundos. 
Passo 2 – Desnaturação a 94ºC, durante 25 segundos. 
Passo 3 – Hibridação e extensão a 75ºC6, durante 3 minutos. 
(Os passos 2 e 3 foram repetidos 5 vezes) 
Passo 4 – Desnaturação a 94ºC, durante 25 segundos. 
Passo 5 – Hibridação e extensão a 70ºC, durante 3 minutos. 
(Os passos 4 e 5 foram repetidos 24 vezes) 
Passo 6 – Amplificação final a 70ºC, durante 7 minutos. 
Passo 7 – Permanência a 4ºC em pausa. 
 
O resultado da reacção de PCR foi verificado através de uma electroforese em gel de 
agarose 1.5%, cuja fotografia se encontra na figura I.4.11. 
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Figura I.4.11. Gel de 1.5% de agarose da segunda reacção de PCR da técnica de “Genome 
Walking” no sentido do C-terminal. Poços: 1. Marcador de pesos moleculares 1kB (Promega); 2 
a 12: reacções de PCR usando como ADN molde as primeiras reacções com as livrarias 
genómicas da enzima DraI (2 e 3), EcoRV (5 e 6), PvuII (8 e 9) e StuI (11 e 12). 
                                                     
6 Tm do PS9=75.1ºC. A temperatura de 77ºC inicialmente testada não deu origem a produto de 
PCR, por isso teve que se baixar para 75ºC.   
Capítulo 4 –Sequenciação da CCP de Ps. stutzeri  
96 
3.1.3.4. Sequência Obtida 
 
Após obtenção do produto amplificado por “Genome Walking” a partir do gel de 
agarose, seguiu-se o procedimento descrito anteriormente. A sequência determinada para o 
fragmento de ADN correspondente ao C-terminal da CCP de Ps. stutzeri encontra-se na 
figura I.4.12. 
 
 
aataccgccagcgacgagtacgtcttccgtgccgcgccgctgcgcaatgtcgcgttgacc 
 N  T  A  S  D  E  Y  V  F  R  A  A  P  L  R  N  V  A  L  T  
ccgccgtacttccacagcggtgaggtctgggagctcgaacaggccgttgccatcatgggt 
 P  P  Y  F  H  S  G  E  V  W  E  L  E  Q  A  V  A  I  M  G  
gacagccaactgggccgtaaactggacaaggacgaagtcagcgcgattaccgcgttcctg 
 D  S  Q  L  G  R  K  L  D  K  D  E  V  S  A  I  T  A  F  L  
cacagcgtgaccggcgagcagccgcaagtcgcctatccggtacttcccgccagcaccgcg 
 H  S  V  T  G  E  Q  P  Q  V  A  Y  P  V  L  P  A  S  T  A  
aacactccgaagcccgagtga 
 N  T  P  K  P  E  -   
 
Figura I.4.12. Fragmento da sequência de ADN da CCP de Ps. stutzeri com a respectiva 
sequência de aminoácidos por ela codificada, obtido através da técnica de “Genome Walking” 
no sentido do C-terminal. A sequência do iniciador PS9 encontra-se evidenciada através de 
uma caixa. Na sequência de aminoácidos (–)  significa o codão de terminação. 
 
 
4. Sequência da Peroxidase do Citocromo c de Pseudomonas  stutzeri 
 
Através da técnica de “Gemone Walking” em ambos os sentidos em relação à sequência 
de ADN inicialmente conhecida, conseguiu-se obter a totalidade da sequência de ADN e 
consequentemente aminoácidos, da CCP madura de Ps. stutzeri. Esta é apresentada na figura 
I.4.13.  
Na figura I.4.14. compara-se a sequência da CCP de Ps. stutzeri com a sequência 
proposta para a localização do sítio II de ligação ao cálcio na CCP de Pa. denitricans e com a 
sequência consensus de ligação ao cálcio noutras proteínas. Da análise da comparação das três 
sequências não parece provável que na CCP de Ps. stutzeri esta seja uma zona de ligação ao 
cálcio. Como se sabe que a CCP de Ps. stutzeri possui um sítio de ligação ao cálcio de alta 
afinidade cujo efeito na actividade e formação de características de spin alto é idêntico ao do 
sítio II na CCP de Pa. denitrificans, é pouco provável que a localização do sítio II em Pa. 
denitrificans seja a da figura I.4.14.  
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Na figura I.4.15. faz-se a comparação da sequência de aminoácidos da CCP Ps. stutzeri 
com as de outras CCP’s bacterianas. Através dessa comparação pode verifica-se a grande 
homologia entre a CCP de Ps. stutzeri e as restantes CCP’s bacterianas. 
 
 
gatgagctgcgtgagcgcgccaacgcgatgttcaagccgattcccgacaaggtcaccgag 
 D  E  L  R  E  R  A  N  A  M  F  K  P  I  P  D  K  V  T  E  
gtccgcggccagaaggtcagcgaagatcaggcaatgctcggtcacaaactctggttcgac 
 V  R  G  Q  K  V  S  E  D  Q  A  M  L  G  H  K  L  W  F  D  
ccgcgcctgtccagcagtcacgtcatcagctgcaacacctgccacaacctgagcatcggg 
 P  R  L  S  S  S  H  V  I  S  C  N  T  C  H  N  L  S  I  G  
ggcagcgacaacgtgccaacctcgatcggtcacggctggcagaagggcccgcgcaactcg 
 G  S  D  N  V  P  T  S  I  G  H  G  W  Q  K  G  P  R  N  S  
cccaccgtgctgaacgccgtattcaacgccgcgcagttctgggacggacgcgccaaggat 
 P  T  V  L  N  A  V  F  N  A  A  Q  F  W  D  G  R  A  K  D  
ctgcaggaacaggccaagggcccggtccaggcaagcgtggaaatgaacagtacgcccgag 
 L  Q  E  Q  A  K  G  P  V  Q  A  S  V  E  M  N  S  T  P  E  
cgtgtcgtctcgacgctgcagagcattccggagtacgccgccgagttcaagaaggccttc 
 R  V  V  S  T  L  Q  S  I  P  E  Y  A  A  E  F  K  K  A  F  
cccaacgacaaggagccggtcagtttcgacaacatggcctacgccctggaagccttcgaa 
 P  N  D  K  E  P  V  S  F  D  N  M  A  Y  A  L  E  A  F  E  
gtcagcctgaccacgccgaactcgccgttcgaccgcttcctcaagggtgaggacggggcg 
 V  S  L  T  T  P  N  S  P  F  D  R  F  L  K  G  E  D  G  A  
ctggacgacaagcagaaacagggtctcgccctgttcatggacgccggctgctcttcctgc 
 L  D  D  K  Q  K  Q  G  L  A  L  F  M  D  A  G  C  S  S  C  
cacaacggcgtcaaccttggtggccagggttacttccccttcggcgtgatcaagaagccc 
 H  N  G  V  N  L  G  G  Q  G  Y  F  P  F  G  V  I  K  K  P  
ggagccgaagtgctgccgaccggcgacaaggggcggttcgcggtgaccaataccgccagc 
 G  A  E  V  L  P  T  G  D  K  G  R  F  A  V  T  N  T  A  S  
gacgagtacgtcttccgtgccgcgccgctgcgcaatgtcgcgttgaccccgccgtacttc 
 D  E  Y  V  F  R  A  A  P  L  R  N  V  A  L  T  P  P  Y  F  
cacagcggtgaggtctgggagctcgaacaggccgttgccatcatgggtgacagccaactg 
 H  S  G  E  V  W  E  L  E  Q  A  V  A  I  M  G  D  S  Q  L  
ggccgtaaactggacaaggacgaagtcagcgcgattaccgcgttcctgcacagcgtgacc 
 G  R  K  L  D  K  D  E  V  S  A  I  T  A  F  L  H  S  V  T  
ggcgagcagccgcaagtcgcctatccggtacttcccgccagcaccgcgaacactccgaag 
 G  E  Q  P  Q  V  A  Y  P  V  L  P  A  S  T  A  N  T  P  K  
cccgagtga 
 P  E  -   
 
Figura I.4.13. Sequência total de ADN da CCP de Ps. stutzeri com os respectivos aminoácidos 
codificados por baixo de cada codão. 
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   72         80 
(1) G L G G V D G L P 
 
(2) S  I  G G  S D N V P  
 
(3) G G X G X D X φ X 
 
Figura I.4.14. Comparação da sequência da CCP de Ps. stutzeri com a localização proposta 
para o sítio II de ligação ao cálcio na CCP de Pa. denitrificans e com a sequência consensus 
encontrada nas proteínas contendo barris-β (1) CCP de Pa. denitrificans [4] (2) CCP de Ps. 
stutzeri. (3) Sequência consensus [6] (X é um resíduo qualquer e φ é um resíduo hidrofóbico, 
com preferência para uma leucina) . 
 
 
 
Figura I.4.15. Comparação das sequências de aminoácidos das CCP’s bacterianas isoladas de 
Ps. stutzeri, Ps. aeruginosa [3], Ps. nautica [2], Pa. denitrificans [4] e N. europaea [7]. 
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A comparação das sequências da figura I.4.15 permite-nos verificar ainda quais os 
ligandos axiais dos hemos e a histidina que é deslocada, durante a activação da enzima na 
forma semi-reduzida. Estas características são mais facilmente observadas no esquema da 
figura I.4.16. 
O hemo BP, ligado ao domínio N-terminal da CCP de Ps. stutzeri liga-se à cadeia 
polipeptídica através das cisteínas 51 e 54. Os seus ligandos axiais são as histidinas 55 e 71, 
sendo este último resíduo o ligando deslocado durante a activação da enzima. O hemo AP, 
no domínio C-terminal da CCP, está ligado à cadeia polipeptídica através das cisteínas 197 e 
200. Os seus ligandos axiais são a histidina 201 e a metionina 275. Encontram-se ainda 
assinaladas a metionina 115 e a histidina 261, resíduos conservados em todas as sequências e 
que poderão exercer alguma função no mecanismo catalítico da CCP.  
 
 
C C H
C-Terminal – Hemo Transferência ElectrónicaN-Terminal – Hemo Peroxidático
115
M
71
H
54 5551
Hemo BP
275
M
200 201
C H
261
H
197
C
Hemo AP
 
 
Figura I.4.16. Representação esquemática da sequência de aminoácidos da CCP de Ps. stutzeri, 
evidenciando os ligandos axiais dos hemos e as cisteínas que os ligam covalentemente à cadeia 
polipetídica. 
 
 
A partir da sequência de aminoácidos da CCP de Ps. stutzeri pode-se calcular a sua 
massa molecular e o seu ponto isoeléctrico. O valor obtido para a massa molecular de 
36 246.6 Da, tendo em conta a existência de dois hemos do tipo c, está em concordância com 
o resultado da espectrometria de massa, 36 248.5, apresentado no Capítulo 3. O ponto 
isoeléctrico calculado a partir da sequência de aminoácidos é 5.26. 
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1. Introdução 
 
A CCP de Ps. stutzeri, ao contrário da CCP de Pa. denitrificans possui já, na forma 
nativa, cálcio no seu sítio de ligação de alta afinidade, o qual apresenta propriedades de 
regulação da enzima semelhantes ao sítio II descrito para a CCP de Pa. denitrificans [1, 2]. 
Devido ao facto de não se conhecer uma dependência de cálcio na CCP de Ps. aeruginosa, foi 
proposto que o cálcio observado na sua estrutura tridimensional correspondesse ao sítio I de 
ligação ao cálcio da CCP de Pa. denitrificans [3]. A presença de cálcio neste sítio não teria 
influência no processo de activação da enzima, e portanto a CCP de Ps. aeruginosa não 
necessitaria de cálcio para se tornar activa.  
A resolução das estruturas tridimensionais das CCP’s de Ps. nautica [4] e N. europaea [5] 
revelaram a presença de um único ião cálcio localizado entre os dois domínios, tal como 
havia sido anteriormente observado na estrutura da CCP de Ps. aeruginosa. No caso da CCP 
de N. europaea não se conhece uma dependência de cálcio para a sua activação [6], mas a CCP 
de Ps. nautica apresenta uma dependência de cálcio muito semelhante à da CCP de Pa. 
denitrificans [7]. Apesar disso, o facto de não se ter conseguido verificar a existência de um 
segundo sítio de ligação ao cálcio na estrutura desta última enzima, possivelmente na 
interface do dímero, pode ser justificada por uma baixa afinidade para o cálcio na forma 
oxidada da CCP de Ps. nautica, tal como acontece com a CCP de Pa. denitrificans. Como a 
proteína foi cristalizada na forma oxidada, é possível que o sítio II não esteja preenchido. 
Tendo em conta que a forma oxidada da CCP de Ps. stutzeri apresenta já o cálcio 
essencial à activação da enzima, a resolução da sua estrutura tridimensional deverá permitir 
localizar de uma vez por todas o sítio de ligação ao cálcio. 
 
 
2. A Estrutura Tridimensional da CCP de Ps. stutzeri 
 
A estrutura tridimensional da CCP de Ps. stutzeri foi resolvida através da técnica de 
Cristalografia de Raios-X pelo grupo da Professora Maria João Romão1. Os cristais foram 
obtidos a partir de uma preparação de proteína com a razão de pureza de A410/A280 igual a 
4.4, usando citrato de sódio e PEG 8000 como precipitantes. Os dados foram adquiridos sob 
                                                     
1 As figuras apresentadas neste capítulo foram gentilmente cedidas pelo grupo de Cristalografia de 
Raios-X da Professora Maria João Romão. À excepção da figura I.5.1. todas as outras figuras foram 
concebidas especialmente para esta tese pelo Doutor José Trincão. 
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condições criogénicas usando radiação de sincrotrão, atingindo-se uma resolução de 1.6 Å. 
Os cristais pertencem ao grupo espacial P21. Na unidade assimétrica encontraram-se quatro 
moléculas de CCP, correspondentes a um par de dímeros, tal como pode ser observado na 
figura I.5.1. 
 
 
A
A*
B
B*
c
a
b
 
Figura I.5.1. Dois homotetrâmeros e uma célula unitária mostrando o empacotamento 
cristalográfico. A e B formam um dímero funcional [8]. 
 
 
Na figura I.5.2. pode observar-se com mais pormenor o par de dímeros presentes na 
unidade assimétrica, verificando-se que existem alguns contactos entre eles. A tabela I.5.1. 
apresenta os aminoácidos que estabelecem os contactos do tetrâmero cristalográfico. 
 
No capítulo 3, secção 2.2.3, foi referido que após adição de cálcio à forma nativa da CCP 
de Ps. stutzeri, havia a formação de agregados com massa molecular superior à do dímero, 
que não puderam, no entanto, ser identificados unicamente como tetrâmeros. A existência do 
tetrâmero cristalográfico é assim concordante com a tetramerização da enzima por adição de 
cálcio à forma nativa (com o sítio de alta afinidade já preenchido). Apesar disso, não se 
verificou na estrutura cristalográfica a presença de cálcio nas zonas de contacto entre os 
dímeros. Isto pode ser justificado pelo facto de a CCP ter sido cristalizada sem adição de 
cálcio.  
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Tabela I.5.1. Aminoácidos que em cada monómero estão envolvidos na interacção do 
homotetrâmero cristalográfico. 
 
Aminoácido Posição na sequência 
arginina 97 
glicina 215 
isoleucina 217 
lisina 219 
prolina 220 
glicina 221 
alanina 222 
ácido glutâmico 223 
valina 224 
leucina 225 
glicina 231 
treonina 236 
asparagina 237 
treonina 238 
alanina 239 
serina 240 
alanina 242 
tirosina 243 
fenilalanina 245 
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Figura I.5.2. Homotetrâmero cristalográfico. A e B formam um dímero funcional 
 
 
2.1. Estrutura Tridimensional do Dímero 
 
A estrutura do dímero da CCP de Ps. stutzeri, a qual se pensa ser a unidade funcional 
desta enzima, pode ser observada na figura I.5.3. Após exposição à radiação de sincrotrão 
para recolha dos dados verificou-se que o cristal da CCP de Ps. stutzeri se manteve no estado 
oxidado através de um espectro de visível do cristal. Assim, a estrutura aqui apresentada não 
é a da enzima activa, mas sim da forma nativa, antes da activação. 
Na figura I.5.4. pode ser observado em mais pormenor que neste estado de oxidação 
ambos os hemos se apresentam hexacoordenados. Tal como foi previsto no capítulo anterior, 
através da comparação da sequência de aminoácidos da CCP de Ps. stutzeri com as das 
restantes CCP’s bacterianas, o hemo ligado ao domínio C-terminal (hemo AP no estado 
oxidado) apresenta como ligandos axiais a metionina 275 e a histidina 201. O anel porfirínico 
deste hemo encontra-se ligado à cadeia polipeptídica através das cisteínas 197 e 200. O hemo 
do domínio N-terminal apresenta como ligandos axiais as histidinas 55 e 71, e o seu anel 
porfirínico coordena-se à cadeia polipeptídica através das cisteínas 51 e 54. 
 
A 
B 
B* 
A* 
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Figura I.5.3. Estrutura tridimensional do dímero funcional da CCP de Ps. stutzeri determinada 
por Cristalografia de Raios-X. O cálcio observado na estrutura apresenta-se a cinzento. 
 
 
H71
C51
C54
H55
H201
C200
C197
M275
PropA
PropD
P258
(C=O)
N79
S80
(C=O)
S62 T256
(C=O)
 
Figura I.5.4. Estrutura tridimensional da CCP de Ps. stutzeri determinada por Cristalografia de 
Raios-X evidenciando a coordenação dos hemos e do cálcio (a vermelho). 
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No capítulo 3, secção 2.2.3, os resultados da determinação da massa molecular 
revelaram que a CCP de Ps. stutzeri é um dímero no seu estado nativo, ao contrário da CCP 
de Pa. denitrificans que se encontra num equilíbrio dímero monómero. Com o objectivo de 
perceber a razão da estabilidade do dímero da CCP nativa de Ps. stutzeri, analisou-se quais 
os aminoácidos presentes na interface do dímero cristalográfico, sendo estes em maioria não 
carregados. 
A comparação destes aminoácidos com os da superfície de contacto do dímero 
cristalográfico da estrutura da forma fechada da CCP de Ps. nautica (forma inactiva, sem 
cálcio, em que o hemo peroxidático se encontra hexacoordenado), que se supõe ser um 
monómero em solução, não revela alterações significativas, não se conseguindo justificar 
desta forma o facto da CCP de Ps. stutzeri ser um dímero na forma oxidada em solução. 
 
 
2.2. O Cálcio 
 
Nas figuras I.5.3. e I.5.4. podemos observar a presença de apenas um átomo de cálcio 
por monómero, localizado na interface dos dois domínios, tal como na estrutura da CCP de 
Ps. aeruginosa [3]. Não se verificou a existência de nenhum átomo de cálcio na interface do 
dímero como seria de esperar tendo em conta o modelo proposto para a CCP de Pa. 
denitrificans [1]. O cálcio presente na estrutura apresenta uma coordenação muito semelhante 
à observada nas estruturas das CCP’s de Ps. nautica (forma aberta, com cálcio, em que o 
hemo peroxidático se encontra pentacoordenado) e Ps. aeruginosa. Na figura I.5.5. pode-se 
observar a coordenação dos hemos e do cálcio nas diversas estruturas conhecidas de CCP’s 
bacterianas. Destas, apenas a forma fechada de Ps. nautica não apresenta o átomo de cálcio na 
interface dos dois domínios. 
A esfera de coordenação do cálcio é constituída por quatro moléculas de água, a 
asparagina 79 e os grupos carboxílicos da cadeia principal da prolina 258 e da treonina 256.  
Para a CCP de Ps. nautica, foram resolvidas estruturas de duas formas diferentes da 
enzima. Ambas se encontram no estado reduzido a julgar pelos espectros de visível dos 
cristais após exposição à radiação de sincrotrão. No entanto, uma das formas, a forma 
fechada, não apresenta o cálcio na interface dos dois domínios. A forma aberta não só 
apresenta o cálcio na interface dos dois domínios como se encontra na forma activa.  
Tanto a forma aberta de Ps. nautica como a estrutura de N. europaea apresentam o hemo 
do domínio N-terminal pentacoordenado. No caso da estrutura da CCP de N. europaea, esta 
enzima é activa no estado oxidado [6], pelo que não é de estranhar que a estrutura obtida 
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seja a da forma activa. Em relação à CCP de Ps. nautica, os cristais foram reduzidos pela 
radiação de sincrotrão durante a aquisição dos dados, a presença de cálcio nesta forma e a 
elevada quantidade de solvente presente no cristal, permitiram a sua activação durante a 
redução. Nestas duas estruturas o “loop” que contém a histidina 71 em Ps. nautica e 59 em N. 
europaea coordenada ao hemo nas restantes estruturas sofreu um deslocamento para longe do 
plano do hemo permitindo que o triptofano 73 (61 em N. europaea) existente no mesmo “loop” 
passe a fazer parte dos contactos do dímero. O anel do triptofano 73 de um monómero 
encontra-se paralelo ao do outro monómero. Esta interacção poderá fazer com que o dímero 
desta forma seja mais estável. 
 
Uma outra característica visível na comparação entre as diversas estruturas da figura 
I.5.5. é a orientação do triptofano 94 (82 na CCP de N. europaea), o qual se encontra numa 
posição favorável para mediar a transferência electrónica entre os dois hemos, à excepção da 
estrutura da forma fechada da CCP de Ps. nautica. Isto poderá querer dizer que a presença do 
cálcio entre os dois domínios orienta o triptofano 94 para que este assuma uma posição que 
permita a transferência electrónica entre os hemos durante o ciclo catalítico. É assim essencial 
à actividade. 
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Ps. stutzeri Ps. aeruginosa
Ps. nautica
Forma aberta
Ps. nautica
Forma fechada
N. europaea
Trp 94
Trp 94
Trp 94
Trp 94
Trp 82
Ca Ca
Ca Ca
His 71
His 59
His 71
His 71
Hemo APHemo APHemo AP
Hemo AP
Hemo AP
His 55His 55
His 55His 55His 43
 
Figura I.5.5. Comparação da coordenação dos hemos e do cálcio nas CCP’s de Ps. stutzeri, Ps. 
aeruginosa, Ps. nautica (nas duas formas obtidas: fechada, sem cálcio, e aberta, com cálcio) e N. 
europaea. O cálcio encontra-se representado por uma esfera preta rodeada das quatro 
moléculas de água (vermelho) da sua esfera de coordenação.  
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1. Integração dos Resultados 
 
Na optimização da expressão da CCP durante o crescimento de Ps stutzeri, verificou-se 
que condições de stress com baixo arejamento são essenciais à obtenção de um elevado 
rendimento nesta enzima. Uma explicação para este facto ser a oxidase do citocromo c 
alternativa com maior afinidade para o oxigénio que é expressa quando a bactéria Ps. stutzeri 
é crescida em condições de cultura microaerófilas. Esta enzima, apesar de apresentar uma 
maior afinidade para o oxigénio, poderá ser menos eficaz na sua redução produzindo uma 
maior quantidade de peróxido de hidrogénio, que leva a célula a aumentar a expressão da 
peroxidase do citocromo c [1, 2].  
É essencial recolher as células no final da fase exponencial. Esta observação pode ser 
justificada por um papel mais importante das peroxidases na protecção das células durante o 
crescimento exponencial, ao passo que durante a fase estacionária essa função é 
essencialmente realizada pelas catalases. Esta preponderância da actividade de uma ou outra 
enzima, nas diferentes fases de crescimento das bactérias, foi verificada em R. capsulatus [3] 
através do uso de mutantes para a actividade de catalase.  
Com base em tudo o que foi exposto sobre a CCP de Ps. stutzeri, verifica-se que esta 
enzima é purificada com cálcio fortemente ligado ao local que regula a activação da enzima. 
Para conseguir uma preparação desta CCP sem cálcio é necessário tratar a enzima no seu 
estado oxidado, com 1 mM EGTA. A CCP de Ps. stutzeri tratada com EGTA é inactiva 
mantendo-se ambos os hemos hexacoordenados, numa configuração de spin baixo. 
 Com a semi-redução a afinidade da CCP para o cálcio aumenta de tal forma que esta 
compete com o EGTA para o cálcio que este havia ligado no estado oxidado. A constante de 
afinidade da CCP no estado semi-reduzido para o cálcio é da ordem de grandeza da 
constante de ligação do cálcio ao EGTA (≈107). O magnésio não consegue substituir o cálcio 
na ligação a este local e regulação das propriedades catalíticas da enzima.  
Na estrutura tridimensional da CCP de Ps. stutzeri obtida através de Cristalografia de 
Raios-X, verificou-se a presença de cálcio na interface dos dois domínios de um monómero, 
no mesmo local em que este havia sido observado nas estruturas das restantes CCP’s. O facto 
de não ter sido encontrado nenhum outro cálcio na estrutura da CCP de Ps. stutzeri, para 
além do que se encontra presente em todas as estruturas das CCP’s conhecidas, leva à 
proposta de que este seja o chamado sítio II do modelo da CCP de Pa. denitrificans.  
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O cálcio e as suas propriedades reguladoras da actividade das CCP’s bacterianas, em 
vez de ser um factor de distinção entre as CCP’s isoladas de diferentes bactérias, como havia 
sido anteriormente proposto, é na realidade algo que estas têm em comum. Para muitas 
delas a dependência de cálcio não foi verificada por possuírem, tal como a CCP de Ps. 
stutzeri, uma alta afinidade para o cálcio que faz com que sejam purificadas com o sítio de 
ligação ao cálcio preenchido. O sítio de ligação ao cálcio de alta afinidade da CCP de Ps. 
stutzeri situa-se na interface dos dois domínios, sendo comum a todas as CCP’s bacterianas 
cujas estruturas tridimensionais se conhecem.  
A principal diferença entre a CCP de Ps. stutzeri e a CCP de Pa. denitrificans é a 
afinidade do sítio de ligação ao cálcio essencial à regulação da activação da enzima, que é de 
alta afinidade na primeira e baixa na segunda. Este cálcio será essencial à activação da 
enzima promovendo, o deslocamento do “loop” que contém a histidina 71 aquando da semi-
redução, o que faz com que o hemo do domínio N-terminal passe a apresentar uma posição 
de coordenação livre. A presença de cálcio neste sítio deverá ainda promover a orientação do 
triptofano 94, para que este possa mediar a transferência electrónica entre os dois hemos 
durante o mecanismo catalítico. 
A estequiometria do sítio II proposto para a CCP de Pa. denitrificans deverá assim ser de 
um cálcio por monómero e não um por dímero como se pensava. Na CCP nativa de Ps. 
stutzeri, obteve-se um valor de 0.75 Ca2+ por monómero, através de espectroscopia de 
emissão de Plasma, o que deverá reflectir um cálcio por monómero (dentro do erro 
experimental e tendo em conta a possibilidade da presença de algumas molécula de CCP 
sem cálcio nas preparações analisadas).  
A existência de um sítio de ligação ao cálcio semelhante ao chamado sítio I do modelo 
proposto para a CCP de Pa. denitrificans, não ficou provada. No entanto, a adição de cálcio à 
CCP de Ps. stutzeri com o sítio de alta afinidade completamente preenchido (correspondente 
ao sítio II em Pa. denitrificans) provoca alterações nas propriedades catalíticas da enzima com 
o citocromo c de cavalo como doador electrónico, e no seu estado de agregação. Assim, 
aparentemente existe um outro local de ligação ao cálcio de baixa afinidade, provavelmente à 
superfície da molécula, mas diferente do sítio I da CCP de Pa. denitrificans. A ligação de 
cálcio a este sítio ou sítios é bastante fraca, mas provoca a formação de um tetrâmero por 
associação de dois dímeros. A presença deste cálcio à superfície da enzima provoca uma 
inibição da oxidação do citocromo c de cavalo, provavelmente devido a repulsão, uma vez 
que este citocromo apresenta um potencial electrostático de superfície francamente positivo.  
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As estruturas das duas formas distintas da CCP de Ps. nautica, bem como a estrutura da 
CCP de N. europaea, são indícios de que o modelo correcto para a activação das CCP’s, de 
entre os dois que haviam sido propostos, deverá ser o modelo I proposto para a CCP de Pa. 
denitrificans. Neste modelo a histidina 85 (71 nas CCP’s de Ps. stutzeri e Ps. nautica) é 
deslocada deixando uma posição livre para a ligação do substrato. No modelo II, a histidina 
85 seria substituída pela metionina 129 (115 nas CCP’s de Ps. stutzeri e Ps. nautica), o que não 
acontece nas duas estruturas da forma activa conhecidas.  
Tendo em conta tudo o que foi exposto sobre a ligação do cálcio e o seu papel na 
regulação da CCP de Ps. stutzeri apresenta-se na figura I.6.1. o modelo de activação para esta 
enzima, que deverá ser comum às restantes CCP´s bacterianas. Este modelo, muito 
semelhante ao modelo I proposto para a CCP de Pa. denitrificans apenas difere na localização 
e efeito dos sítios de ligação do cálcio na enzima. 
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Figura I.6.1. Mecanismo de activação proposto para a CCP de Ps. stutzeri. A Forma nativa, 
dímero B. Forma semi-reduzida, activa, dímero C. Forma oxidada sem cálcio, monómero. D. 
Forma semi-reduzida sem cálcio, inactiva, monómero. AP – hemo de alto potencial; BP- hemo 
de baixo potencial 
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Na estrutura da forma aberta CCP de Ps. nautica é visível que a metionina 115 
conservada se encontra bastante próxima do hemo de baixo potencial. É provável que a 
transição de uma configuração de spin alto para spin baixo neste hemo, nas várias CCP’s, 
com a diminuição da temperatura, seja devida à ligação da metionina 115 na sexta posição de 
coordenação do hemo de baixo potencial. Assim sendo, a configuração de spin baixo 
apresentada a baixa temperatura pelo hemo peroxidático, na forma semi-reduzida das 
CCP’s, é diferente da configuração de spin baixo apresentada por este hemo na forma 
oxidada, justificando-se assim as diferenças no espectro de RPE. 
 
 
2. Perspectivas Futuras  
 
O conhecimento da estrutura tridimensional da CCP de Ps. stutzeri não permitiu 
responder a algumas das questões levantadas. Para perceber porque é que esta CCP se 
apresenta já sob a forma de dímero no estado oxidado, ao contrário da CCP de Pa. 
denitrificans seria essencial conhecer a estrutura da forma oxidada desta última CCP. A 
comparação das superfícies de contacto entre os dímeros cristalográficos das duas enzimas, 
talvez permita perceber esta diferença. Também o conhecimento da estrutura tridimensional 
da forma oxidada sem cálcio da CCP de Ps. stutzeri seria importante para perceber o que 
estabiliza o dímero. 
Por outro lado, na estrutura tridimensional da forma aberta da CCP de Ps. nautica 
apesar de ser de uma forma reduzida, a redução ocorreu após a cristalização pelo que se 
pode argumentar que talvez a totalidade das modificações que dão origem à forma activa da 
enzima, ainda não tenha ocorrido. É essencial obter uma estrutura de uma forma semi-
reduzida de uma CCP para que se possa verificar qual a configuração da forma activa da 
enzima.  
Ainda para clarificar a estrutura da forma activa, seria importante fazer uma 
determinação da massa molecular da forma semi-reduzida com e sem cálcio. Todas as 
determinações das massas moleculares realizadas para verificação do estado de dímero ou 
monómero tanto na CCP de Ps. stutzeri como na de Pa. denitrificans foram realizadas no 
estado oxidado da enzima. A determinação da massa molecular, por ultracentrifugação, da  
forma semi-reduzida permitirá validar ou não a proposta de que a forma activa desta enzima 
é a dimérica. 
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1. O Papel do Óxido Nítrico nos Sistemas Biológicos 
 
Durante muito tempo o óxido nítrico (NO)1 foi encarado apenas como um produto 
perigoso e desagradável da oxidação da amónia e da combustão incompleta da gasolina nos 
motores dos automóveis. Pensava-se que o NO, tal como acontece com o monóxido de 
carbono ou o cianeto, se ligava irreversivelmente aos centros metálicos, funcionando como 
um veneno especialmente no que diz respeito aos processos respiratórios. No entanto, nos 
anos 80, descobriu-se que esta molécula é um dos mais importantes reguladores fisiológicos, 
exercendo um papel fundamental na transdução de sinais e na citotoxicidade. 
O NO é produzido, juntamente com outros óxidos de azoto, nos motores de combustão 
por reacção do N2 com o O2 atmosféricos, a temperaturas elevadas. Estes gases são 
importantes poluentes atmosféricos, sendo dos principais responsáveis pela formação de 
“smog” e das chuvas ácidas [1, 2].  
O NO em excesso é tóxico para bactérias, fungos, parasitas microbianos, células 
tumorais e vírus. Apesar de ser produzido pelas bactérias desnitrificantes durante o seu 
metabolismo é, também, tóxico para este grupo de bactérias. 
O óxido nítrico é um radical livre, paramagnético, cujo electrão desemparelhado se 
encontra numa orbital π*, de acordo com a teoria das Orbitais Moleculares (ver figura II.1.1.).  
Esta configuração electrónica explica a sua elevada reactividade, particularmente a 
facilidade com que se oxida para originar o ião nitrosónio (NO+) ou se reduz para originar o 
ião nitróxido (NO-), este último isoleléctrico com o oxigénio molecular. Esta relação faz com 
que o NO seja frequentemente usado como um modelo para o O2 nos estudos de ligação a 
proteínas hémicas quando a análise da sua forma oxigenada se torna difícil ou mesmo 
impossível devido a instabilidade [3].  
 
 
                                                     
1 Na nomenclatura IUPAC, a molécula NO é denominada monóxido de nitrogénio. No entanto, ao 
longo desta tese usar-se-à o nome convencional de óxido nítrico, uma vez que este é comum à grande 
maioria, se não à totalidade, dos artigos científicos sobre o tema da desnitrificação. 
Capítulo 1 – Introdução 
126 
2p 2p
2s2s
σ2∗
σ2
σ1∗
σ1
π∗
π
Orbitais Atómicas do N Orbitais Atómicas do O  
 
Figura II.1.1. Representação em diagrama das orbitais moleculares da configuração electrónica 
da molécula de NO. Adaptado de McCleverty [3]. 
 
 
1.1. O Papel do NO na Regulação da Pressão Sanguínea 
 
Os trabalhos de investigação anteriores a 1981 que envolviam o NO, baseavam-se 
essencialmente na sua química não biológica, até que, quatro linhas de investigação 
independentes nos campos da toxicologia, imunologia, farmacologia cardiovascular e 
neurobiologia, revelaram o seu papel como mensageiro essencial aos sistemas biológicos. A 
descoberta de que o NO, produzido por uma célula, é capaz de transpor membranas e 
regular a função de outras células foi um princípio revolucionário que fez com que o Prémio 
Nobel da Medicina fosse atribuído em 1998 a Robert F. Furchgot, Louis J. Ignarro e Ferid 
Murad. Estes investigadores descobriram que a nitroglicerina, há muito usada no tratamento 
de doentes com problemas cardíacos, actua por libertação de NO. Esta molécula vai activar a 
enzima ciclase do guanilato que produz monofosfato cíclico de guanosina (cGMP), o 
segundo mais importante mensageiro celular, que por sua vez vai causar relaxação muscular 
e consequentemente dilatação dos vasos sanguíneos. Consegue-se, assim, aumentar o 
fornecimento de oxigénio em pacientes em que o fluxo sanguíneo se encontrava diminuído 
pela formação de placas nas artérias [4]. Na realidade, a regulação da pressão sanguínea nos 
mamíferos é conseguida através do controle rigoroso do nível de NO produzido nas células 
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do endotélio vascular, por enzimas denominadas sintetases do óxido nítrico (NOS). 
Mensageiros químicos como hormonas ou a acetilcolina ligam-se a receptores à superfície da 
célula, provocando uma abertura dos canais de cálcio, o que faz com que haja um aumento 
do fluxo deste ião para o interior da célula. O cálcio liga-se a uma enzima denominada 
calmodulina que vai activar a NOS. O NO formado nas células endoteliais difunde-se para o 
interior dos vasos sanguíneos e para os músculos que os sustentam. Nos vasos sanguíneos o 
NO reduz a agregação das plaquetas e a sua adesão às células do endotélio. Nos músculos 
lisos o NO activa a enzima ciclase do guanilato, cuja produção de cGMP diminui a 
quantidade de cálcio livre no músculo, o que provoca o seu relaxamento [2]. 
Pensa-se que o mecanismo principal através do qual o NO exerce o seu papel biológico 
de sinalizador poderá ser através da modulação de canais iónicos, incluindo os canais de 
cálcio [5]. 
Hoje em dia sabe-se que o NO actua em diversos sistemas do nosso organismo, sendo 
um recurso frequentemente usado na prática da medicina. A título de exemplo, uma elevada 
pressão arterial nos recém-nascidos pode ser tratada por inalação de NO [6].  
 
 
1.2. O Papel do NO na Transmissão do Impulso Nervoso 
 
No sistema nervoso central, o NO é fundamental na transmissão dos impulsos 
nervosos usados para a formação da memória, para o processamento sensorial e na 
regulação do fluxo sanguíneo cerebral [7]. A produção de NO ao nível dos neurónios é 
despoletada quando um neurónio activado liberta os seus mensageiros químicos que 
interagem com os receptores específicos do neurónio vizinho para o activar, transmitindo o 
impulso nervoso. Esta interacção provoca a abertura de um canal que permite a entrada de 
Ca2+ na célula, o qual, tal como na descrição do processo de dilatação dos vasos sanguíneos, 
se liga à enzima calmodulina, que activa a NOS. O NO formado vai, mais uma vez, activar a 
enzima ciclase do guanilato por ligação ao ferro do seu centro activo. Pode também difundir-
se para a célula anterior e activar a enzima ciclase do guanilato dessa célula. Desta forma, o 
NO pode ser usado como um mensageiro retroactivo, importante nos processos de formação 
da memória. Existem células do sistema nervoso periférico que não respondem a outros 
neurotransmissores como a acetilcolina ou a norepinefrina, mas respondem à presença de 
NO. Este tipo de neurónios pode ser encontrado em diversos tecidos periféricos, como por 
exemplo nos sistemas cardiovascular, urogenital, respiratório e digestivo [2].  
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1.3. O Papel do NO nos Processos Oxidativos 
 
Na realidade, o papel do NO nos sistemas biológicos tem gerado alguma controvérsia 
por existirem evidências tanto do seu efeito inflamatório e destruidor, como do seu papel 
anti-inflamatório e anti-oxidante [8]. No sistema nervoso, o NO tanto exerce o efeito de 
sinalizador e transmissor do impulso nervoso, como provoca a morte dos neurónios através 
de um stress oxidativo gerado pelo excesso de NO e outras espécies de oxigénio activo 
(nomeadamente o H2O2 e o O2-) [9]. O NO pode, por um lado, reagir com radicais derivados 
de peróxidos, terminando a sua cadeia de propagação de reacções de oxidação celular [8]. 
Por outro lado, pode como dar origem ao peroxinitrito (ONOO-) por reacção com o radical 
superóxido (O2-), o qual  é bastante mais tóxico do que o NO ou o O2- originando um sem 
número de reacções de destruição celular como a peroxidação dos lípidos, inibição directa 
das enzimas respiratórias mitocôndriais, inactivação dos canais de sódio membranares ou 
quebras na cadeia de ADN. A formação de peroxinitrito também está relacionada com o 
aparecimento de diversas formas de doença pulmonar provocadas por respiração de fibras 
de amianto, partículas derivadas da combustão da gasolina, e ozono, bem como a promoção 
e proliferação de tumores [10].  
 
O NO é mutagénico, causando transições C→T, AT→GC e GC→AT em Escherichia (E.) 
coli. O efeito genotóxico do NO é complexo, podendo passar por inibição das enzimas de 
reparação do ADN, quebras na cadeia dupla e ligações cruzadas. Nenhum tipo de sistema de 
reparação do ADN consegue aguentar tanta reactividade, pelo que acabam por ocorrer 
danos ou morte celular [11].  
 
 
1.4. O Papel do NO na Resposta Imunitária e na Citotoxicidade 
 
No sistema imunitário, o papel do NO é bastante diferente das suas funções nos 
neurónios e nos vasos sanguíneos. Os macrófagos possuem uma sintetase do NO que, ao 
contrário das anteriormente referidas, não necessita de cálcio para se tornar activa. A sua 
síntese é induzida pela presença de diversas citocinas como o interferão-γ, o factor de necrose 
tumoral ou as interleucinas. Um macrófago estimulado produz NO em grandes quantidades. 
Este difunde-se para as células vizinhas, onde reage com os centros ferro-enxofre de enzimas 
como a aconitase ou os complexos I e II da cadeia de transporte electrónico da respiração 
mitocôndrial. O NO liga-se aos átomos de ferro removendo-os do centro ferro-enxofre e 
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produzindo derivados nitrosilo ferro-enxofre solúveis ou ligados à cadeia polipeptídica da 
proteína (ver figura II.1.2.). O NO produzido pelos macrófagos é usado para inibir a 
proliferação de células tumorais e para matar parasitas intracelulares. Também inibe a 
actividade catalítica da oxidase do citocromo c [12]. Este efeito reflecte, presumivelmente, 
uma homologia evolutiva entre esta enzima e a redutase do óxido nítrico, a qual será 
desenvolvida mais à frente, neste capítulo. 
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Figura II.1.2. Ataque do NO aos centros ferro enxofre das proteínas. Adaptado a partir de 
Feldman et al. [2]. 
 
 
No ataque a uma célula tumoral, o NO formado na célula do macrófago, difunde-se em 
todas as direcções. No entanto a proximidade do macrófago em relação à célula cancerígena 
assegura que uma grande quantidade do agente citotóxico penetre a célula alvo. Uma vez na 
célula cancerígena, o NO inibe diversos processos celulares, nomeadamente o ciclo dos 
ácidos tricarboxílicos, por inibição da enzima aconitase e a fosforilação oxidativa por inibição 
dos complexos I e II da cadeia de transporte electrónico, o que leva a uma diminuição da 
síntese de ATP. O NO inibe também a redutase dos ribonucleótidos, interferindo assim com 
a formação dos desoxirribonucleótidos necessários à síntese do ADN [2, 13].  
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No entanto, no que diz respeito ao cancro, estudos recentes revelaram que o papel do 
NO é “uma faca de dois gumes”. Foi detectada actividade de sintetase do NO nas células 
tumorais e pensa-se que a presença de NO pode estar associada ao desenvolvimento e 
proliferação de um tumor. Assim, se por um lado uma elevada concentração de NO nestas 
células tem o efeito acima descrito de inibição da proliferação das células, por outro a  sua 
presença em baixas concentrações promove o crescimento dos tumores [14]. 
Os metabolitos reactivos do oxigénio como o ião superóxido, o peróxido de hidrogénio 
ou o radical hidroxilo também têm um papel importante na resposta imunitária. Estes são 
produzidos em grandes quantidades pelos leucócitos como um mecanismo de eliminar os 
agentes patogénicos, actuando também como mensageiros secundários na transdução do 
sinal inflamatório. No entanto, estes provocam danos nas células do endotélio vascular que 
levam a um aumento da sua permeabilidade e morte celular [13, 15].  
 
 
1.5. O Papel do NO Noutros Processos de Sinalização 
 
O NO é um importante regulador durante o processo reprodutivo, nomeadamente 
ovulação, implantação, manutenção da gravidez e parto. O nível de NO é aumentado 
durante o desenvolvimento do folículo e diminuído logo após a ovulação. O NO também 
regula as funções do endométrio, nomeadamente a sua receptividade e a menstruação. 
Substâncias farmacêuticas que produzam NO podem ser usadas para promover a fertilidade. 
Perto do final de uma gravidez, a produção de NO diminui, promovendo as contracções que 
resultam no parto [16]. 
 
 
2. A Via Metabólica da Desnitrificação 
 
A desnitrificação é a redução dissimilativa do nitrato em produtos voláteis (azoto 
atmosférico e óxido nitroso) passando pelo nitrito como intermediário [17]. Esta via 
metabólica é usada por diversas bactérias encontradas no solo ou no mar como alternativa à 
respiração do oxigénio. Constitui uma parte importante do ciclo do azoto, revertendo a 
fixação deste elemento e formando o N2 gasoso.  
 
A importância do estudo deste processo tem a ver com vários factores [11, 17-19]: 
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i) A desnitrificação é responsável pela maior parte das perdas do nutriente limitante 
para o crescimento das plantas. 
ii) Um dos produtos da desnitrificação é o óxido nitroso (N2O2), o qual, juntamente 
com o dióxido de carbono e o metano, é um dos principais gases responsáveis pelo efeito 
de estufa. Além disso, o N2O juntamente o NO, são dois dos maiores responsáveis pela 
destruição da camada de ozono atmosférica. O tempo de residência do N2O na atmosfera 
está estimado em 150 anos. 
iii) A desnitrificação pode ser usada no tratamento de águas residuais 
(biorremediação), quer para libertar as águas outros poluentes (o nitrato e o nitrito são 
mais solúveis na água do que o oxigénio), como também para diminuir a quantidade de 
azoto disponível nas próprias águas, o qual acaba por se tornar um poluente importante 
das águas potáveis. 
iv) O estudo das enzimas da desnitrificação fornece modelos estruturais e 
espectroscópicos para as enzimas dos mamíferos que produzem e utilizam o NO nos 
processos de sinalização 
v) A descoberta das funções biológicas do NO, já exploradas neste capítulo, fez com 
que o estudo deste intermediário da desnitrificação recebesse uma atenção renovada.  
 
 
2.1 O Ciclo do Azoto 
 
O azoto está presente no ambiente que nos rodeia num grande número de estados de 
oxidação. A interconversão entre esses estados de oxidação é realizada predominantemente 
por via biológica, tal como se pode constatar no Ciclo do Azoto esquematizado na figura 
II.1.3.  
O azoto é introduzido na biosfera através da fixação biológica e química do N2 
(assimilação) e novamente devolvido à atmosfera através da desnitrificação. A 
desnitrificação engloba a transformação dissimilatória do nitrato e do nitrito em produtos 
gasosos com conservação de energia. No entanto, estes mesmos substratos podem ser 
reduzidos a amónia através de um processo assimilatório com fins biossintéticos. Os 
processos dissimilatórios abrangem ainda a amonificação. Este termo pode ser usado para 
                                                     
2 A IUPAC recomenda o nome monóxido de nitrogénio para o N2O, no entanto, ao longo desta 
tese será adoptado o nome convencional de óxido nitroso. 
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denominar a redução do nitrato a amónia, a libertação de amónia a partir de uma molécula 
orgânica ou a conversão de N2 atmosférico em amónia (fixação do N2).  
Na figura II.1.3, pode-se verificar ainda a ocorrência de respiração com redução do 
nitrito a amónia, a qual é frequentemente usada por bactérias que possuem um metabolismo 
fermentativo; e da oxidação anaeróbia da amónia (ANAMOX), a reacção do ciclo do azoto 
mais recentemente descoberta, através da qual o nitrito e a amónia se combinam originando 
N2 e água. As bactérias que catalisam esta última reacção usam a amónia como doador 
electrónico e o nitrito como aceitador [20].  
A oxidação da amónia a nitrito, tendo como intermediário hidroxilamina e a oxidação 
de nitrito a nitrato são ambos denominados por nitrificação. Apesar disso, nunca se verificou 
a co-existência destes dois processos numa mesma espécie bacteriana [21, 22]. 
 
 
NO2- (+3) 
NH4+ (-3)
N2 (0) 
N2O (+1) 
NO (+2) 
NH2OH (-1) 
NO3- (+5) 
Respiração (dissimilação)
ou assimilação  
assimilação  
nitrificação  
Respiração 
(dissimilação)
ou assimilação  
amonificação  
Azoto orgânico
ANAMOX
Respiração
(desnitrificação)
 
Figura II.1.3. O Ciclo do Azoto. Os estados de oxidação do azoto em cada intermediário são 
apresentados entre parêntesis. ANAMOX significa oxidação anaeróbia da amónia. Os passos 
pertencentes à via da desnitrificação encontram-se destacados por setas a verde. 
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2.2. As Enzimas Envolvidas na Desnitrificação 
 
As bactérias desnitrificantes podem ser encontradas numa grande variedade de 
habitats, incluindo o solo, a água e o tracto intestinal. Apesar destes organismos preferirem o 
oxigénio como aceitador electrónico, na sua ausência conseguem obter energia através do 
transporte electrónico acoplado à redução das espécies oxidadas de azoto (NO3-, NO2-, NO e 
N2O). A energia libertada durante os processos de transporte electrónico é usada para levar a 
cabo a translocação de protões através da membrana citoplasmática, ou mitocondrial dando 
origem a um gradiente de protões ou força protomotriz. Esta é usada na síntese de ATP, a 
molécula energética por excelência, usada na maioria dos processos celulares [18, 23]. 
As enzimas envolvidas na desnitrificação são induzidas quando as condições se tornam 
anaeróbias, apesar da desnitrificação poder ocorrer na presença de oxigénio. Em alguns 
casos a indução pode até necessitar de oxigénio em baixas concentrações. A presença de 
nitrato ou outros óxidos de azoto nem sempre é necessária [24].  
Os estudos em organismos nos quais existe co-respiração de oxigénio e de óxidos de 
azoto foram realizados predominantemente em Thiosphaera pantotropha. Nesta bactéria, à 
excepção da redutase do nitrato, todas as enzimas envolvidas na desnitrificação aeróbia são 
as mesmas envolvidas na desnitrificação anaeróbia [21]. 
Durante muitos anos a via da desnitrificação foi motivo de controvérsia por não se 
saber se o NO era um intermediário livre obrigatório deste processo. Pensava-se que a 
redutase do nitrito poderia reduzir o NO2- directamente a N2O, sem intermediários livres. 
Em favor desta teoria estava o facto do NO ser bastante tóxico para as células, podendo inibir 
um grande número de metaloproteínas. Como consequência, a sua concentração intracelular 
é mantida em limites bastante estreitos (entre 10-9M e 10-7M [25]). O isolamento da redutase 
do óxido nítrico [26, 27] foi a prova definitiva de que o NO era um intermediário obrigatório 
da desnitrificação. No entanto muitas outras evidências eram já conhecidas: 
i) Em redutases do nitrito (NIR) hémicas puras podem observar-se por espectroscopia 
de RPE sinais típicos de complexos ferrocitocromo-NO [17]. 
ii) As NIR’s puras originam NO como produto principal da redução do NO2- [19, 28]. 
iii) Mutantes que não produzem uma NIR funcional (Nir-) mantêm a capacidade de 
reduzir o NO a N2O [29, 30]. 
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iv) Estudos de medição dos níveis de NO em condições de estado estacionário, e 
tentativas de aprisionamento deste composto demonstraram que possuía as características 
necessárias para ser considerado um intermediário cineticamente competente [31, 32].  
v) Mutantes que não produzem uma redutase do óxido nítrico funcional (Nor-) 
acumulam NO, sendo este fenótipo letal [33]. 
vi) Estudos de marcação isotópica demonstraram haver formação de NO marcado 
isotopicamente quando se fornecia esta marcação no NO2-, resultados estes consistentes 
com um modelo em que o NO é um intermediário livremente difusível [34, 35]. 
A concentração de NO durante a desnitrificação depende das condições do crescimento 
celular. Um pH baixo e condições de limitação de oxigénio favorecem a acumulação de NO, 
(efeito este nunca verificado em condições anaeróbias). Para manter as baixas concentrações 
intracelulares de NO, a enzima que o reduz deve possuir uma constante de afinidade muito 
elevada. Além disso, existem outros mecanismos para garantir a não acumulação intracelular 
de NO. As transformações de nitrito em NO e de NO em N2O são mais estreitamente 
reguladas do que qualquer outra reacção do processo da desnitrificação, de tal forma que se 
a redução do NO a N2O por algum motivo não ocorrer, a redução do nitrito a NO é inibida 
[11]. 
Na figura II.1.4. é apresentada a parte do ciclo do azoto correspondente à 
desnitrificação com as enzimas que catalisam cada reacção e na figura II.1.5. pode observar-
se a organização da cadeia de transporte electrónico anaeróbia de Ps. stutzeri. As enzimas 
membranares são as redutases do nitrato e do óxido nítrico. Para além das enzimas 
envolvidas na desnitrificação, na figura II.1.5, podem ainda observar-se o citocromo bc1, e as 
desidrogenases, membranares, bem como citocromos e cupredoxinas solúveis. À excepção 
da redutase do nitrato e de alguns tipos de redutases do óxido nítrico, que recebem electrões 
directamente do quinol, todas as outras enzimas da desnitrificação recebem electrões de 
pequenos citocromos solúveis do tipo do citocromo c551 de Ps. stutzeri, ou cupredoxinas, 
como a azurina. Estes, por sua vez, recebem electrões do citocromo bc1, o qual é reduzido 
pelo quinol. 
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-
NAR NIR N2ORNOR
2NO N2O N2
 
 
Figura II.1.4. Representação esquemática da via metabólica da desnitrificação com a indicação 
das enzimas que catalisam cada reacção. NAR, redutase do nitrato; NIR, redutase do nitrito; 
NOR, redutase do óxido nítrico; N2OR, redutase do óxido nitroso. 
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Figura II.1.5. Organização da cadeia de transporte electrónico de Ps. stutzeri. Destacam-se os 
co-factores de cada proteína e os doadores electrónicos. As proteínas a preto e cinzento 
representam os componentes que também estão presentes na cadeia de respiração aeróbia: a 
desidrogenase do NADH (DH) e o complexo bc1. AP- transportador em sistema de antiporte 
de nitrato e nitrito. 
 
 
2.2.1. A Redutase do Nitrato 
 
A redutase do nitrato catalisa a redução do nitrato a nitrito. Existem quatro classes de 
redutases do nitrato: as bacterianas associadas à respiração do nitrato, com uma classe 
membranar e outra periplasmática, e as duas classes distintas de enzimas assimilatórias 
citoplasmáticas existentes em bactérias e eucariotas. As duas primeiras classes, as redutases 
do nitrato dissimilatórias (envolvidas no processo de respiração) podem ser distinguidas das 
duas últimas, associadas à redução assimilativa e fermentativa do nitrato, pelo produto final 
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da sua via metabólica: azoto atmosférico no caso das primeiras e amónia no caso das últimas 
(ver figura II.1.3). 
Os quatro tipos de redutases do nitrato possuem co-factores de molibdénio no seu 
centro activo [21, 24, 36]. 
No que diz respeito aos dois tipos de enzimas respiratórias, a periplasmática (NAP) 
está associada à desnitrificação aeróbia, enquanto que a membranar (NAR) realiza o 
primeiro passo da desnitrificação anaeróbia. A NAR acopla a oxidação do quinol à geração 
de uma força electromotriz, o que não acontece no caso da NAP. Este último tipo de enzima 
parece estar associado à dissipação de excesso de redutores celulares. Durante o crescimento 
aeróbio numa fonte de carbono reduzido, este nutriente deve ser oxidado até a um nível em 
que possa ser assimilado. Se desta oxidação resultar a formação de mais redutor do que o 
necessário para a formação do ATP usado no metabolismo do carbono é essencial que exista 
um processo de dissipação do excesso de redutor. Caso contrário a velocidade de 
crescimento será abrandada até à taxa permitida pela reoxidação do NADH nas reacções de 
manutenção celular [22, 23].  
 
 
2.2.2. A Redutase do Nitrito 
 
A redutase do nitrito (NIR), que reduz o nitrito a óxido nítrico, é considerada uma das 
enzimas chave da desnitrificação, uma vez que catalisa o primeiro passo que dá origem a um 
intermediário gasoso. Existem dois tipos de enzimas bem distintos que catalisam a reacção 
de redução do nitrito a óxido nítrico, tanto em termos de estrutura, como do centro activo. 
Cerca de 75% das estirpes bacterianas estudadas possuem uma enzima tetrahémica 
denominada citocromo cd1, enquanto que as restantes dispõem de uma enzima cujo centro 
activo contém cobre (CuNIR) [11]. Os dois tipos desempenham a mesma função, nunca se 
tendo verificado expressão de ambas no mesmo organismo.  
As NIR’s hémicas são enzimas solúveis, localizadas no periplasma bacteriano. São 
homodímeros de aproximadamente 120 kDa, contendo cada monómero um hemo c e um 
hemo d1. Na enzima de Ps. stutzeri o hemo c recebe electrões do citocromo c551, transferindo-
os para o hemo d1, onde ocorre a redução do nitrito [37]. 
As CuNIR´s, apesar de menos abundantes do que as NIR´s hémicas, podem ser 
encontradas numa maior variedade de habitats. São proteínas homotriméricas, que possuem 
dois átomos de cobre por monómero. 
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Até recentemente pensava-se que o produto da redução do nitrito pelas NIR’s poderia 
ser o N2O. Experiências realizadas com CuNIR’s puras apontavam para o N2O como produto 
maioritário da catálise, quando ditionito ou corantes de viologénio eram usados como 
doadores electrónicos, e NO quando o sistema redutor era metassulfato de fenazina (PMS) e 
ascorbato de sódio. Na realidade, a produção de N2O, no caso do uso de um sistema redutor 
mais forte como o ditionito de sódio, deve-se à posterior redução química do NO obtido da 
redução enzimática do nitrito [24]. 
Uma última classe de redutases de nitrito multihémicas catalisa a reacção de redução 
de seis electrões do nitrito a amónia [36]. 
 
 
2.2.3. A Redutase do Óxido Nítrico 
 
A redutase do óxido nítrico (NOR) foi a última enzima desta via metabólica a ser 
isolada. É uma enzima membranar, pelo que a sua obtenção numa forma activa e pura é 
difícil e bastante dispendiosa (devido aos detergentes que têm que ser usados como forma de 
manter a sua estabilidade). É a única enzima da desnitrificação cuja estrutura tridimensional 
é desconhecida. No entanto, o conhecimento da sua sequência de aminoácidos e a modelação 
da sua estrutura secundária, revelaram semelhanças com a família das oxidases hemo-cobre, 
à qual pertence a maioria das oxidases terminais das cadeias de transporte electrónico 
aeróbias.  
As primeiras redutases do óxido nítrico que foram isoladas (a partir das bactérias Ps. 
stutzeri [26] e Pa. denitrificans [27, 38, 39]) são constituídas por duas subunidades. Uma 
subunidade membranar com cerca de 53 kDa que contém hemos b e ferro não hémico 
(NORB), e uma subunidade com cerca de 17 kDa que contém um hemo c (NORC). 
A superfamília das oxidases hemo-cobre, bem como as redutases do óxido nítrico, a ela 
pertencentes serão descritas em mais pormenor nas próximas secções.  
 
 
2.2.4. A Redutase do Óxido Nitroso 
 
A redutase do óxido nitroso (N2OR) é uma enzima homodimérica que catalisa o último 
passo da desnitrificação, a redução envolvendo dois electrões, do NO a N2O. Os seus co-
factores são constituídos por átomos de cobre agrupados em dois centros: o CuA, um centro 
binuclear semelhante ao encontrado nas oxidases do citocromo c e o Cuz, o centro catalítico 
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que até recentemente se pensava ser também constituído por dois átomos de cobre. A 
determinação da estrutura tridimensional da N2OR isolada da bactéria Ps. nautica [40], 
através da técnica de Cristalografia de Raios-X, revelou um centro catalítico com quatro 
átomos de cobre dispostos numa geometria tetraédrica distorcida, apenas com histidinas 
como ligandos, um arranjo nunca antes observado em moléculas biológicas e sem 
precedentes em termos da química de coordenação do cobre [36, 41].  
 
 
3. A Superfamília das Oxidases Hemo-Cobre 
 
A família das oxidases hemo-cobre (HCO) é bastante diversificada em termos de 
doadores electrónicos, composição em subunidades e tipos de hemos. Esta família é 
classicamente definida pela presença da subunidade I contendo um hemo hexacoordenado 
em configuração de spin baixo e um centro bimetálico único (que lhe deu o nome), composto 
por um hemo em configuração de spin alto e um ião de cobre, CuB [42].  
As HCO catalisam a redução do O2 a H2O. As bactérias aeróbias possuem geralmente 
uma grande quantidade de oxidases respiratórias. Estas permitem à célula adaptar o seu 
sistema respiratório às condições ambientais. Assim, em condições de baixa concentração de 
oxigénio, as bactérias expressam uma oxidase terminal com maior afinidade, que pode ser o 
citocromo bd em E. coli, ou o citocromo cbb3 em Pa. denitrificans [43]. Alguns microrganismos 
expressam oxidases terminais não pertencentes à família das HCO, no entanto, a ocorrência 
destas últimas parece ser universal entre as bactérias. Das oxidase terminais não pertencentes 
à família das HCO, a melhor caracterizada é a oxidase do quinol do tipo bd [44]. 
Quando a estrutura primária da NOR de Ps. stutzeri foi determinada, realizou-se um 
modelo topológico da enzima. De acordo com esta previsão estrutural, a subunidade b da 
NOR consiste em 12 hélices transmembranares, enquanto que a subunidade c possui um 
domínio periplasmático onde se liga o hemo c, ancorado à membrana por uma hélice da 
zona N-terminal. A procura de homogia da sequência de aminoácidos com a de outras 
proteínas das bases de dados não foi bem sucedida. No entanto, verificou-se que o modelo 
topológico da NOR apresentava uma grande semelhança com duas das subunidades das 
oxidases terminais hemo-cobre, nomeadamente com as oxidases do citocromo c do tipo cbb3 
[45]. Tendo em conta as semelhanças, criou-se uma superfamília das HCO com uma 
definição alargada, de forma a incluir as redutases do óxido nítrico. Assim, esta superfamília 
pode ser identificada pela presença da subunidade I, uma subunidade membranar que 
contém um hemo envolvido na transferência electrónica, e um centro binuclear, com um 
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hemo em configuração de spin alto, onde ocorre a catálise. Dentro da superfamília das HCO 
existem dois grupos distintos: o das oxidases terminais e o das redutases do óxido nítrico 
[46].  
A maior variação existente no grupo das oxidases terminais, advém do facto de estas 
possuírem diferentes combinações de hemos associados à subunidade I membranar. A 
oxidase mitocôndrial, por exemplo, possui dois hemos do tipo a, sendo referida como 
oxidase aa33. No entanto, é possível encontrar hemos do tipo b, o ou a no centro catalítico 
binuclear, enquanto que apenas hemos b ou a podem constituir o hemo hexacoordenado de 
transferência electrónica [44]. As estruturas dos hemos b, o, a e c podem ser observadas na 
figura II.1.6. 
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Figura II.1.6. Estrutura dos hemos b, o e a. São hemos que se não se encontram covalentemente 
ligados à cadeia polipeptídica das proteínas, variando apenas nos grupos laterais do anel 
porfirínico.  
 
 
O grupo das oxidases terminais pode ser dividido em dois grandes sub-grupos, de 
acordo com o doador electrónico. Assim, temos as oxidases do citocromo c e as oxidases do 
                                                     
3 Por razões históricas, o índice 3 é usado para identificar o hemo que liga o O2 nas oxidases 
terminais, ou seja, o hemo que possui uma configuração de spin alto. Por analogia com estas enzimas, a 
mesma terminologia foi adoptada para a NOR. 
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quinol. As primeiras recebem electrões de um citocromo c solúvel, o qual é por sua vez 
reduzido pelo citocromo bc1, que usa quinol como fonte de electrões. As segundas recebem 
electrões directamente do quinol. As oxidases do quinol são estruturalmente muito 
semelhantes às oxidases do citocromo c, mas possuem um local de ligação da quinona na 
subunidade I, o qual não está presente no grupo anterior [47]. Além disso, ao contrário das 
oxidases do quinol, as oxidases do citocromo c (à excepção da oxidase do tipo citocromo cbb3) 
possuem um centro binuclear de cobre (CuA) na sua subunidade II. Pensa-se que as oxidases 
do quinol evoluíram a partir das oxidases do citocromo c por perda do CuA [48]. Na figura 
II.1.7. podem ser observados os vários tipos de oxidases terminais do tipo hemo-cobre, 
divididas de acordo com o doador electrónico. Dentro de cada divisão podem ainda ser 
observadas as diferentes composições em termos de co-factores presentes na subunidade II 
ou nas subunidades divergentes da oxidase do tipo cbb3. Esta última possui mais duas 
subunidades para além da subunidade I, contendo uma delas um hemo do tipo c e a outra 
dois hemos do tipo c.  
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Figura II.1.7. Representação esquemática dos cinco tipos de HCO terminais. Adaptado a partir 
de Garcia-Horsman et al. [44]. 
 
 
4. As Redutases do Óxido Nítrico 
 
A redutase do óxido nítrico catalisa a reacção de redução do NO a N2O de acordo com 
a seguinte equação: 
2NO + 2 e- + 2 H+    →  N2O + H2O 
Esta é uma das reacções mais importantes da desnitrificação e cujo mecanismo tem 
gerado mais especulação, por incluir a formação da ligação N-N. 
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Apesar das suas semelhanças com as oxidases do citocromo c, a NOR não é uma bomba 
de protões. Caso o fosse, isso justificaria a sua natureza membranar. No entanto, esta poderá 
ser explicada por um papel protector, que impede o NO facilmente difusível, de atingir o 
citoplasma e aí atacar proteínas e lípidos.  
Diversos microrganismos não desnitrificantes expressam uma redutase do óxido 
nítrico. Nestas bactérias a função da NOR deverá ser apenas protectora e não respiratória. De 
facto, muitos microrganismos patogénicos possuem uma NOR com o intuito de se 
protegerem dos elevados níveis de NO produzidos pelo sistema imunitário [23].  
 
 
4.1. Diferentes Classes de Redutases do Óxido Nítrico 
 
Conhecem-se três classes de NOR’s. Todas são membranares e possuem um centro 
binuclear constituído por um hemo em configuração de spin alto e um ferro não hémico.  
As primeiras a ser isoladas e aquelas cuja caracterização foi realizada de uma forma 
mais completa até ao momento são citocromos do tipo bc e pertencem a uma classe 
denominada cNOR. As enzimas pertencentes a esta classe são constituídas por duas 
subunidades e recebem electrões de citocromos solúveis do tipo c ou de cupredoxinas (ver 
figura II.1.9). Foram isoladas de bactérias Gram negativas, desnitrificantes como Pa. 
denitrificans [49, 50]. 
As restantes classes da NOR são oxidases do quinol. Uma delas, denominada qNOR é 
constituída por apenas uma subunidade e não possui hemos do tipo c. Está presente em 
bactérias marinhas, do solo, patogénicas e mesmo nas arquebactérias.  
A terceira classe foi isolada de uma bactéria Gram positiva, Bacillus azotoformans e é 
constituída por pelo menos duas subunidades em que, à semelhança das oxidases terminais 
a subunidade menor contém um centro CuA. É denominada qCuNOR. 
Na figura II.1.8 podem-se observar representações esquemáticas de cada uma das 
classes da NOR e compará-las com as classes de oxidases terminais HCO já anteriormente 
apresentadas na figura II.1.7. Através da observação da figura II.1.8, pode verificar-se a 
grande semelhança entre a qNOR e as enzimas da classe III do tipo aa3 ou ba3, por exemplo, 
enquanto que a cNOR se assemelha mais às oxidases da classe I. A maior diferença entre as 
três classes da NOR é o local de aceitação de electrões a partir do doador externo: um 
citocromo c no caso da cNOR, um centro CuA na qCuNOR, e um local de ligação de quinol 
na qNOR. 
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Figura II.1.8. Representação esquemática da superfamília das oxidases hemo-cobre. A. Os 
cinco tipos de HCO terminais. B. As três classes da NOR. MQH2 representa um possível local 
de ligação do quinol. Na qCuNOR são apresentadas as duas vias possíveis para a transferência 
electrónica a partir do quinol.  
 
 
4.1.1. cNOR 
 
As primeiras redutases do óxido nítrico que foram isoladas de microrganismos como 
Ps. stutzeri [51], Pa. denitrificans [27, 52] e Pa. haloenitrificans [53] são constituídas por duas 
subunidades, a NORB, integralmente membranar, com um peso molecular de cerca de 
53 kDa (deduzido a partir da sequência de aminoácidos) e a NORC, uma subunidade com 
17 kDa, constituída por um domínio periplasmático e uma “âncora” membranar. A elevada 
hidrofobicidade da NORB faz com que esta migre de uma forma anormal num gel de 
poliacrilamida desnaturante, aparentando um peso molecular entre 34 kDa e 38 kDa. 
Provavelmente esta subunidade liga mais moléculas de SDS do que as restantes proteínas ou 
não desnatura totalmente nestas condições, o que faz com que aparente um peso molecular 
menor do que aquele que na realidade possui. 
Estudos de ultracentrifugação com a NOR de Pa. denitrificans para determinar a 
estequiometria em termos de subunidades parecem apontar para um equilíbrio entre uma 
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composição α2β2 e αβ. No entanto, a presença de detergente nos agregados dificulta a 
determinação do peso molecular de uma forma exacta, pelo que a composição do complexo 
formado na membrana nativa é ainda desconhecido [54]. 
A subunidade NORB contém hemos b e ferro não hémico numa proporção de 2:1. A 
NORC possui apenas um hemo do tipo c e está, provavelmente, envolvida na transferência 
electrónica a partir do doador externo para o hemo b em configuração de spin baixo da 
NORB. Deste hemo os electrões são transferidos ao centro binuclear constituído pelo outro 
hemo b3 e pelo ferro não hémico, FeB4.. A cNOR recebe electrões de citocromos c solúveis e 
possivelmente também de cupredoxinas. 
Por analogia com a oxidases do citocromo c, propôs-se uma coordenação axial 
histidina-histidina para o hemo b de transferência electrónica, enquanto que para o segundo 
hemo b foi sugerida uma coordenação por apenas uma histidina. A figura II.1.9 apresenta um 
esquema dos co-factores presentes na cNOR e do sentido previsto para a transferência 
electrónica durante a catálise. 
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Figura II.1.9. Esquema da cNOR evidenciando os co-factores que a constituem e o sentido 
previsto para a transferência electrónica entre estes. Adaptado a partir de Moënne- Loccoz et 
al. [55] 
 
 
                                                     
4 Por analogia com o CuB das HCO, o ferro não hémico foi denominado FeB.  
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Análises de comparação de sequências de aminoácidos de diferentes proteínas 
revelaram que a subunidade NORC não apresenta homologia (excepto na zona de ligação ao 
hemo) com nenhum outro citocromo membranar ou ancorado à membrana.  
Os potenciais formais de oxidação-redução de cada co-factor da NOR de Pa. 
denitrificans foram determinados por titulação redox acoplada à espectroscopia de 
UV/visível. Tendo em conta a discrepância do potencial formal de oxidação-redução do 
hemo b3 em relação aos restantes, é possível isolar uma forma da enzima em que apenas este 
hemo se encontra no estado oxidado (ver tabela II.1.1). Este estado de redução será 
denominado por estado de valência mista. 
Na tabela II.1.1. encontram-se resumidas algumas propriedades bioquímicas das 
cNOR. 
 
 
Tabela II.1.1. Propriedades bioquímicas das cNOR’s purificadas até à data. 
 
Peso Molecular das 
Subunidades 
(kDa) 
Potenciais Formais de Oxidação-Redução 
(mV) Bactéria 
SDS-PAGE 
Sequência 
Aminoácidos 
Hemo c Hemo b Hemo b3
5 FeB 
Refª 
Ps. stutzeri 17, 38 16.5, 53.0 +280 +322   [51] 
Pa. denitrificans 17, 37 17.0, 52.5 +310 +345 +60 +320 [50, 56] 
Pa. 
halodenitrificans 
20, 42      [53] 
 
 
4.1.1.1. Os Genes que Codificam para a cNOR 
 
O gene norC está sempre localizado a montante do gene norB, fazendo ambos parte de 
um operão que contém, no total, seis genes: norCBQDEF. Existem especulações de que dois 
destes genes, norE e norF poderão codificar para duas subunidades extra da cNOR. O 
produto do gene norE parece ser homólogo à subunidade III das oxidases do citocromo c do 
tipo aa3 e norF parece codificar para uma pequena proteína com duas hélices 
transmembranares. No entanto, se tal for o caso, estas são separadas durante a extracção com 
                                                     
5 Por analogia com as oxidases terminais o hemo b3 é o hemo do centro catalítico binuclear.  
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detergentes e a sua função é desconhecida. Mutações nos genes norC, norB, norQ e norD 
deram origem a células incapazes de crescer em condições anaeróbias, não se detectando 
actividade de NOR. Os mutantes norQ- e norD- apresentam nível reduzido de expressão da 
subunidade NORC. Mutações nos genes norE e norF resultam numa NOR com actividade 
reduzida apesar de manter o nível de expressão de NORC equivalente ao da estirpe original, 
o que sugere a sua importância na estabilidade ou agregação da NOR. Nas oxidases do 
citocromo c do tipo aa3, a subunidade III tem como função a catálise da agregação das 
subunidades I e II, de forma a constituírem um complexo activo [57]. 
 
 
4.1.1.2. Propriedades Espectroscópicas 
 
O espectro de UV/visível da cNOR nativa apresenta máximos a cerca de 411 nm6 e 
525 nm, 557 nm e uma banda de fraca intensidade a 595 nm. Após redução com ditionito de 
sódio, o máximo da banda do soret é deslocado para 420 nm e tornam-se visíveis as bandas α 
e β. A banda α apresenta um máximo a 551 nm devido ao hemo c e um ombro a 559 nm que 
corresponde ao hemo b em configuração de spin baixo. A banda β apresenta um máximo a 
cerca de 523 nm. A banda com fraca intensidade presente no espectro da forma oxidada a 
595 nm desaparece com a redução e foi atribuída ao hemo b em configuração de spin alto 
[50]. 
No espectro de RPE da forma oxidada da cNOR são visíveis dois conjuntos de sinais 
correspondentes a hemos em configuração de spin baixo, com valores de gmáx=2.99, gmed=2.25 
e gmin=1.44 e de gmáx=3.54. A atribuição destes sinais foi de início algo controversa, mas a 
clonagem e caracterização da subunidade NORC de enzima de Pa. denitrificans veio 
confirmar a atribuição do sinal fortemente anisotrópico com gmáx=3.54 ao hemo c desta 
subunidade [58]. Este hemo encontra-se em configuração de spin baixo, hexacoordenado, 
tendo como ligandos axiais uma metionina e uma histidina. O outro conjunto de valores com 
gmáx=2.99, gmed=2.25 e gmin=1.44, corresponde ao hemo b em configuração de spin baixo, 
coordenado axialmente por duas histidinas. Neste espectro são ainda geralmente visíveis, 
sinais com valores de g=6 e g=2. O primeiro é típico de hemos em configuração de spin alto, 
no entanto quantificações de spin revelaram que corresponde a menos de 1% da 
concentração da enzima. O segundo foi atribuído por alguns autores ao ferro não hémico. No 
                                                     
6 Os valores dos comprimentos de onda apresentados para os máximos das bandas no espectro de 
UV/visível referem maioritariamente à NOR de Pa. denitrificans. 
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entanto, a sua intensidade depende das preparações, estando mesmo ausente nalguns casos 
[50, 54, 59]. 
A redução da NOR com ditionito de sódio faz com que todos os sinais anteriormente 
observados no espectro de RPE da forma oxidada deixem de ser visíveis. 
A incubação com NO, da NOR de Pa. denitrificans no estado reduzido, provoca o 
aparecimento no espectro de RPE, de dois conjuntos de sinais com g=4 e g=2. O primeiro 
conjunto de sinais tem duas componentes com valores de g=4.11 e g=3.95 e foi atribuído a 
um complexo Fe(III)  NO com S=3/2, no qual o Fe em configuração de spin alto (S=5/2) se 
encontra antiferromagneticamente acoplado a NO- (S=1) [50].  
No espectro de RPE da NOR de Pa. halodenitrificans reduzida e incubada com NO, foi 
reportado um tripleto, centrado a g=2, típico de um hemo pentacoordenado no estado 
ferroso, ligado a NO, o qual foi atribuído a uma forma desnaturada da enzima [60].  
Estudos de espectroscopia de Dicroísmo Magnético Circular (MCD) demonstraram que 
à temperatura do hélio líquido os três hemos se apresentam em configuração de spin baixo. 
Existe, assim, uma transição de spin dependente da temperatura no hemo b3 na qual este 
passa de uma configuração 100% spin alto para 100% spin baixo com a diminuição da 
temperatura [61]. 
As características espectroscópicas das cNOR isoladas de diferentes microrganismos 
encontram-se resumidas na tabela II.1.2. 
 
Tabela II.1.2.  Propriedades espectroscópicas das cNOR’s conhecidas 
 
Espectroscopia de UV/visível 
Máximos de Absorção (nm) 
Espectroscopia de RPE a 
Valores de g 
Nativa Bactéria 
Nativa Reduzida 
Hemo c Hemo b spin baixo Sinais spin alto b 
Reduzida e 
Incubada com NO 
Ref. 
Ps. stutzeri 412, 537, 592 420, 522, 552 
(ombro-560) 
3.54 2.97, 2.25, 1.14 6.0 Tripleto a 2.01 [26, 51, 61, 62] 
Pa. denitrificans 411, 525, 557, 595 420, 523, 551 
(ombro-559) 
3.53 2.99, 2.28, 1.46 [5.8-6.0] 4.11, 3.95, 2.0 [49, 50, 52, 54, 
58] 
Pa. 
halodenitrificans 
410, 526, 560, 595 419, 522, 552 
(ombro-560) 
3.59 c 2.96, 2.26, 1.46 6.0, 6.6 4.1, 2 [53, 60] 
a O centro binuclear constituído pelo hemo b em configuração de spin alto e pelo ferro não hémico não são visíveis em RPE. Embora alguns autores 
tenham tentado atribuir alguns sinais a g=2 ou g=4.3 ao ferro não hémico, estes não são mencionados na tabela. 
b Os sinais correspondentes a hemos em configuração de spin alto são sempre pouco intensos e correspondentes apenas a uma muito pequena 
percentagem de spins. 
c Aquando das primeiras purificações de cNOR’s os valores de g atribuídos ao hemo c são aqueles que mais tarde se verificou corresponderem ao hemo 
b em configuração de spin baixo e vice-versa. No entanto, estudos posteriores permitiram verificar que a primeira atribuição de sinais no espectro de RPE da 
forma nativa não estava correcta. Não existe nenhum artigo recente sobre RPE da NOR de Pa. halodenitrificans, pelo que a atribuição dos sinais aos hemos não 
foi rectificada para esta enzima. Apesar disso os valores indicados na tabela estão corrigidos de acordo com os estudos mais recentes nas restantes NOR’s. 
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4.1.1.3. A Estrutura do Centro Activo. Mecanismo catalítico 
 
Para justificar o facto de tanto o hemo b3 como o FeB do centro binuclear não serem 
detectadas por espectroscopia de RPE, foi proposto que na forma oxidada da enzima os dois 
centros se encontram antiferromagneticamente acoplados através de uma ponte µ-oxo. Neste 
estado de oxidação o hemo b3 do centro binuclear encontra-se pentacoordenado. 
Estudos de espectroscopia de Ressonância de Raman indicaram que no estado 
totalmente reduzido da NOR, o hemo b em configuração de spin baixo, se encontra 
hexacoordenado. O hemo b3 encontra-se pentacoordenado, sendo o ligando axial, neste 
estado de oxidação da enzima, uma histidina.  
Como forma de conciliar as observações realizadas através da aplicação de diferentes 
tipos de espectroscopia, foi proposto um modelo para o centro activo, em que na forma 
oxidada o hemo b3 tem como ligando axial apenas o oxigénio em ponte entre este hemo e o 
FeB. Este é o estado inactivo de descanso da enzima. Quando a enzima é reduzida o hemo b3 
liga-se a uma histidina, perdendo o oxigénio em ponte que ocupava a outra posição axial, o 
que faz com que se mantenha pentacoordenado (ver figura II.1.10) [59]. 
Diversos mecanismos catalíticos têm sido propostos para a reacção de redução do NO a 
N2O. O mecanismo que reune maior consenso encontra-se esquematizado na figura II.1.10. 
Neste mecanismo, proposto por Moënne- Loccoz et al. [55, 59], duas moléculas de NO ligam-
se simultâneamente ao centro activo da enzima no seu estado reduzido, cada uma a um dos 
átomos de ferro. A ligação do substrato faz com que haja quebra da ligação do hemo b3 à 
histidina axial, formando-se o intermediário representado na figura II.1.10. A proximidade 
entre os dois grupos nitrosilo desestabiliza a espécie Fe—NO, normalmente pouco reactiva, e 
promove a formação da ligação N-N. Após a dimerização, as moléculas de NO são reduzidas 
a N2O, através dos electrões disponíveis em ambos os centros metálicos. A libertação do 
produto permite a formação de uma ponte µ-oxo, completando o ciclo catalítico. 
Num mecanismo alternativo proposto por Grönberg et al. [56], o centro binuclear existe 
num estado de valência mista (hemo b3 (III) / Fe (II)) antes da ligação das moléculas de NO. 
Estes autores propuseram que duas moléculas de NO se ligam sequencialmente ao ferro não 
hémico. No entanto, neste caso, não existe qualquer justificação para a presença do hemo b 
no centro binuclear para além do papel de transferência electrónica. 
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Figura II.1.10. Provável ciclo catalítico da NOR. Adaptado a partir de Moënne-Loccoz et al. 
[55]. 
 
 
A discrepância do potencial formal de oxidação-redução do hemo b3 em relação aos 
restantes fez com que se avançasse a possibilidade de que em condições fisiológicas a enzima 
existe num estado de valência mista em que os hemos c e b de spin baixo e o FeB se 
encontram reduzidos e apenas o hemo b3 se encontra no estado férrico. Num terceiro 
mecanismo proposto por Pinakoulaki, a ligação de uma molécula de NO ao hemo b3 seguida 
de uma redução de dois electrões dá origem à espécie Fe(II)—NO-. Nesta altura, uma 
segunda molécula de NO ataca o átomo de azoto dando origem a um intermediário 
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hiponitrito (HONNO-) com a consequente formação da ligação N-N. A libertação do produto 
regenera a enzima oxidada [63]. 
 
Estudos de incubação com CO, permitiram verificar que este apenas se liga às formas 
totalmente reduzida e de valência mista [64]. No estado oxidado a enzima parece estar numa 
conformação fechada devida à ponte µ-oxo, que impede o acesso a ligandos externos e 
consequentemente ao substrato.  
Por espectroscopia de ressonância de Raman, verificou-se que na forma de valência 
mista da NOR, o hemo b3 se encontra hexacoordenado com uma histidina e OH como 
ligandos axiais [65]. Estudos recentes de ligação de cianeto às formas oxidada, reduzida e de 
valência mista indicam que esta última deverá ser a forma relevante para o ciclo catalítico, a 
forma fisiologicamente activa. Verificou-se que a afinidade do cianeto para o hemo b3 é 1000 
vezes maior na forma de valência mista da NOR, do que na totalmente oxidada ou na 
totalmente reduzida [66]. 
 
 
4.1.2. qNOR 
 
A NOR purificada da bactéria desnitrificante Ralstonia (R.) eutropha é constituída por 
apenas uma subunidade de 75 kDa. Esta é homóloga à subunidade B da cNOR com excepção 
para o facto de possuir uma extensão do N-terminal, de cerca de 280 resíduos, que se pensa 
formar duas hélices-α adicionais, ligadas por um possível domínio periplásmico. No genoma 
da bactéria não foi encontrado nenhum gene que codifique para uma subunidade 
semelhante a NORC. No entanto, foi verificado algum grau de homologia entre a extensão 
N-terminal da qNOR e a subunidade NORC da cNOR. Esta sugere que a relação evolutiva 
entre as duas classes de enzimas não se restringe à subunidade NORB. 
Análises bioquímicas e espectroscópicas permitiram verificar que à semelhança da 
subunidade B da cNOR, a qNOR possui dois hemos b e um ferro não hémico por 
subunidade. Um dos hemos apresenta uma configuração de spin alto enquanto que o outro 
se encontra em spin baixo. Não existem hemos do tipo c nesta enzima. O centro catalítico 
parece ser conservado em relação à cNOR, pelo que a catálise também deverá ocorrer de 
forma semelhante nas duas classes de enzimas. 
O espectro de UV/visível da qNOR no estado oxidado apresenta um máximo a 414 nm 
que é deslocado para 423 nm quando a proteína é reduzida com ditionito de sódio. A forma 
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reduzida apresenta bandas α e β a 527 nm e 557 nm, respectivamente, indicativas da 
presença de hemos b em configuração de spin baixo.  
No espectro de RPE da forma oxidada da NOR de R. eutropha observa-se um sinal 
pouco intenso, típico de ferro hémico em configuração de spin alto, com g=6.0. Um conjunto 
de sinais com valores de g=2.96, g=2.28 e g=1.4 foram atribuídos ao hemo b em configuração 
de spin baixo. Neste espectro, são ainda visíveis dois sinais com valores de g=2.55. e g=2.07, 
cuja origem é desconhecida. Tal como acontece na cNOR, o centro catalítico binuclear não é 
visível por espectroscopia de RPE. 
A enzima é inactiva com citocromos c como doadores electrónicos, mas na presença de 
2-metil-1,4-naftoquinol, o NO é reduzido à taxa de 2.3 µmol? min-1 ?mg-1 [67, 68].  
Na membrana celular da bactéria, este tipo de NOR deverá ser uma oxidase do quinol. 
O local de aproximação do quinol à qNOR deverá situar-se na extensão N-terminal existente 
nesta classe de enzimas. 
 
Enzimas com as mesmas características foram identificadas em microrganismos 
patogénicos não desnitrificantes como Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitides, 
Corynebcterium diphteriae e Staphylococcus aureus. À excepção da isolada da bactéria 
desnitrificante R. eutropha, as restantes qNOR são expressas na ausência das restantes 
enzimas da desnitrificação. Assim sendo, o seu papel fisiológico nestes organismos deverá 
estar relacionada com a destoxificação do NO existente no ambiente, o qual não foi gerado 
pela própria bactéria [69, 70].  
 
 
4.1.3. qCuNOR 
 
A desnitrificação que ocorre nas bactérias Gram positivas é um processo do qual ainda 
pouco se sabe. Recentemente, foi isolada uma redutase do óxido nítrico a partir da bactéria 
Gram positiva desnitrificante Bacillus (B.) azotoformans, que parece ser um híbrido entre as 
restantes NOR’s e as oxidases terminais contendo cobre. Esta enzima, denominada qCuNOR, 
é constituída por duas subunidades de 16 kDa e 57 kDa, respectivamente. Estudos 
bioquímicos e espectroscópicos revelaram a presença de um ferro não hémico, dois hemos do 
tipo b e dois átomos de cobre. Tal como na qNOR, não existem hemos do tipo c.  
A espectroscopia de RPE permitiu verificar a existência de um hemo em configuração 
de spin baixo, ao qual correspondem sinais com gz=3.16, gy=2.2, gx=1.27, no espectro da 
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forma oxidada. Neste mesmo espectro é também visível um sinal pouco intenso, a g=6, típico 
de hemos em configuração de spin alto.  
À semelhança das restantes NOR’s, a qCuNOR possui um centro catalítico binuclear, 
constituído por um hemo b em configuração de spin alto, e um ferro não hémico. Este centro 
não é visível por espectroscopia de RPE. O outro hemo b encontra-se em configuração de 
spin baixo.  
A grande diferença entre esta NOR e as anteriormente descritas é a presença de um 
centro binuclear de cobre, CuA, apenas existente na subunidade II das oxidases hemo-cobre 
terminais e na redutase do óxido nitroso e que se pressupõem estar situado na subunidade 
menor da qCuNOR.  
À semelhança da qNOR, a qCuNOR é uma oxidase do quinol. No entanto, ao contrário 
da primeira, a NOR de B. azotoformans não possui a extensão N-terminal que se pensa 
possuir o local de ligação do quinol. Assim sendo, os electrões tanto poderão ser transferidos 
através do CuA da subunidade menor, como existir um local de ligação ao quinol na 
subunidade maior [37, 71].  
 
Na tabela II.1.3. apresenta-se um resumo das principais características de cada uma das 
classes de NOR’s.  
 
 
Tabela II.1.3. Principais características dos diferentes tipos de NOR. 
 
Classe Doador 
fisiológico 
Número de 
Subunidades
Peso Molecular 
das subunidades  
(kDa) 
Co-factores Centro 
catalítico 
cNOR Citocromo c 2 17, 53 1 hemo c, 2 hemos b, 1 Fe não hémico 
FeB-
hemo b3 
qNOR Quinol 1 75 2 hemos b,               1 Fe não hémico 
FeB-
hemo b3 
qCuNOR Quinol 2 16, 57 
1 centro CuA,          
2 hemos b,               
1 Fe não hémico 
FeB-
hemo b3 
 
 
 
 
Parte II – A Redutase do Óxido Nítrico de Pseudomonas nautica 
153 
4.2. Relação Entre as Oxidases Terminais Hemo-Cobre e as Redutases do 
Óxido Nítrico 
 
Análises bioquímicas e genéticas revelaram que a NOR e a oxidase do citocromo c 
evoluíram a partir de um ancestral comum, que se pensa ter sido uma enzima redutora do 
NO. Foi proposto que a evolução das HCO tenha sido feita a partir da NOR e da N2OR em 
conjunto. A apoiar esta teoria está o facto da N2OR possuir um domínio C-terminal tipo 
cupredoxina, muito semelhante à subunidade II de algumas classes de HCO, e da estrutura 
prevista para a subunidade b da NOR ser semelhante à da subunidade I das HCO. Há ainda 
o facto de ter sido detectada actividade de redução de NO em algumas oxidases terminais 
(oxidases ba3 de Thermus thermophilus [72], cbb3 de Ps. stutzeri [73] e bo3 de E. coli [74]) e de se 
ter verificado redução de O2 na NOR de Pa. denitrificans [52]. 
A oxidase terminal que mais se assemelha ao protótipo da NOR (cNOR) é o citocromo 
cbb3. Esta é a mais divergente das HCO, pensando-se que estará mais próxima da presumível 
oxidase do citocromo primordial a partir da qual todas terão evoluído. Tem-se especulado 
que no ambiente da Terra há milhares de anos atrás, é provável que existisse oxigénio em 
baixas concentrações mesmo antes do aparecimento da fotossíntese. Assim, as primeiras 
oxidases evoluídas a partir da NOR teriam provavelmente uma maior afinidade para o 
oxigénio, como é o caso das oxidases do tipo citocromo cbb3. É possível que a enzima 
ancestral a partir da qual as HCO evoluíram tivesse incorporado ferro no centro binuclear e 
não cobre. No ambiente fortemente redutor da biosfera primordial, os iões ferro deveriam 
encontrar-se mais facilmente disponíveis do que os iões cobre, bastante mais insolúveis. 
Tendo em conta que a desnitrificação é um processo anterior à respiração aeróbia, a função 
desta enzima ancestral seria a redução do NO [23].  
 
A diversidade existente entre as oxidases terminais hemo-cobre também está presente 
nas redutases do óxido nítrico. Em ambos os tipos de enzimas existem classes que oxidam 
quinol e outras que oxidam citocromos c. Nos dois tipos de enzimas, centros de CuA e 
citocromos c funcionam como receptores de electrões em relação ao doador externo. 
 
 
4.2.1. Estrutura Prevista para a Redutase do Óxido Nítrico  
 
Como já foi referido, o modelo estrutural proposto prevê que a NORB possua 12 
hélices-α transmembranares, arranjadas em três semi-círculos numa forma sequencial, contra 
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os ponteiros do relógio, começando na hélice 11. O alinhamento das sequências da 
subunidade B da cNOR de Ps. stutzeri e das oxidases terminais hemo-cobre permitiu verificar 
que as sete histidinas conservadas nas hélices transmembranares II, VI, VII e X das oxidases 
terminais se mantêm na NOR. Estas foram identificadas como os ligandos dos dois hemos e 
do cobre nas oxidases terminais.  
A diferença fundamental entre a NOR e os restantes membros da superfamília das 
HCO é a composição do centro binuclear, o qual contém ferro em vez de cobre como nas 
oxidases terminais. Tendo em conta a semelhança na estrutura entre as oxidases e a NOR, as 
histidinas conservadas na sequência da NORB deverão funcionar como ligandos dos hemos 
e do ferro não hémico. O Fe (III) tem como geometria preferencial de coordenação a 
octaédrica, e penta ou hexa-dentada, ao contrário do Cu (II) cuja geometria preferencial é a 
tetraédrica distorcida e tetradentada. A análise comparativa das sequências conhecidas da 
NORB revelou quatro resíduos de ácido glutâmico conservados que não existem nas 
oxidases terminais. Assim, um ou mais destes glutamatos poderão pertencer à esfera de 
coordenação do ferro não hémico, em conjunto com as três histidinas conservadas que nas 
oxidases terminais coordenam o CuB.  
No modelo estrutural da NORB de Ps. stutzeri (esquematicamente representado na 
figura II.1.11), um arco formado pelas hélices 11, 12, 1 e 2, envolve o hemo b em configuração 
de spin baixo, que se propôs ter como ligandos axiais as histidinas 60 e 349 das hélices 2 e 10, 
respectivamente. Outro arco, formado pelas hélices 7, 8, 9 e 10 envolve o centro binuclear. O 
hemo b3 deverá coordenar axialmente a histidina 347 da hélice 10, enquanto que o FeB terá 
como ligandos as histidinas 207 da hélice 6 e 258 e 259 da hélice 7. 
A figura II.1.11 é uma representação esquemática da subunidade B na NOR, em que 
estão assinaladas por uma ligação a azul, as histidinas que se prevê funcionarem como 
ligandos dos co-factores da proteína. 
Pensa-se que o centro activo da NOR se encontra virado para o periplasma. Ao 
contrário das oxidases terminais, os protões consumidos durante a redução do NO são 
obtidos a partir da face exterior da membrana e não existe bombeamento de protões para 
geração de uma força propomotriz. [44]. A maioria dos resíduos que se supõe fazer parte da 
via através da qual os protões são bombeados nas HCO, não é conservada na NOR. 
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II
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XI
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Hemo de Spin Baixo
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Fe
 
Figura II.1.11. Esquema do modelo proposto para a estrutura da NORB por analogia com a 
subunidade I das HCO. Os números romanos indicam as hélices transmembranares. As 
histidinas que coordenam cada um dos co-factores encontram-se assinaladas por uma ligação 
a azul. Adaptado a partir de Wasser et al. [37]. 
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1. A Bactéria Pseudomonas nautica 617 
 
Pseudomonas nautica 617 (“Institute Pasteur Culture Colection” 617/1.85) foi isolada de 
sedimentos costeiros marinhos contaminados com os efluentes de uma refinaria de petróleo. 
É uma bactéria halófila obrigatória, anaeróbia facultativa, capaz de degradar n-alcanos em 
aerobiose. Leva a cabo uma via da desnitrificação completa, reduzindo o nitrato a azoto 
atmosférico. É uma bactéria Gram negativa com forma de bastonete, cuja mobilidade lhe é 
conferida pela presença de um flagelo polar único [1-3]. Para além do Na+ ser um requisito 
essencial ao seu crescimento, é também sensível ao Mg2+, cuja presença é necessária para 
atingir uma taxa de crescimento máxima [4].  
Foi proposta a reclassificação da espécie Pseudomonas nautica como Marinobacter 
hydrocarbonoclausticus [5, 6]. No entanto, como a estirpe 617 ainda aguarda classificação, e 
tendo em conta dados recentes não publicados de sequenciação do ARN 16S desta estirpe, 
que indicam ser diferente de Marinobacter hydrocarbonoclausticus, esta continuará a ser 
referida como Pseudomonas nautica 617 ao longo desta tese. 
 
 
2. Purificação da Redutase do Óxido Nítrico 
 
A purificação de proteínas membranares é bastante mais complexa e sensível do que a 
das proteínas solúveis. Para extrair a proteína pretendida da estrutura membranar em que 
esta é estável é necessário recorrer ao uso de detergentes. A escolha do detergente ideal para 
a purificação de uma proteína pode ser um factor essencial no sucesso alcançado, visto que 
muitos detergentes inactivam irreversivelmente as enzimas. É essencial seleccionar um 
detergente eficaz durante a solubilização, mas que não desnature a proteína. Deve-se 
também verificar qual a força iónica mínima em que a proteína é homogénea e a força iónica 
máxima que não causa a dissociação de subunidades lábeis. 
As proteínas membranares são mais estáveis na estrutura da membrana, na qual a 
acção das proteases é lenta quando comparada com a rápida degradação muitas vezes 
observada após a solubilização com detergentes. Assim, quando se pretende purificar 
proteínas membranares a adição de inibidores de proteases durante a solubilização torna-se 
muito importante. Durante a purificação, surgem outros problemas. As proteínas 
membranares têm tendência a formar agregados mesmo na presença de detergentes, o que 
reduz a eficácia dos processos de separação. A cromatografia de filtração em gel, é 
geralmente pouco eficaz neste tipo de purificação porque as proteínas membranares de baixa 
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massa molecular formam agregados com um maior número de  moléculas de detergente do 
que as maiores, mascarando assim, as diferenças na massa molecular. Os detergentes 
aniónicos não permitem uma eficaz separação por cromatografia de troca iónica ou de 
hidroxilapatite. A perda de lípidos por parte das proteínas, devido aos detergentes, pode 
provocar a perda de actividade catalítica ou mesmo a sua integridade estrutural. A escolha 
do detergente deve ter em conta se a proteína é integralmente membranar ou periférica, 
devendo-se eleger um detergente mais hidrofóbico no primeiro caso e mais hidrofílico no 
segundo [7].  
O detergente escolhido para levar a cabo a solubilização da NOR de Ps. nautica foi o 
dodecilato de α-D-maltose (DM), um detergente não iónico, o qual se provou em relação às 
restantes cNOR’s ser um detergente eficaz no passo de solubilização, e também na 
manutenção a estabilidade da enzima. Para uma maior a estabilidade incluí-se 2-feniletanol 
(FE) nos tampões de purificação e armazenamento [8, 9]. A NOR é solubilizada por 
detergentes como Triton X-100 ou Triton X-114, no entanto, perde cerca de 50% da sua 
actividade. Esta perda de actividade pode ser apenas parcialmente revertida pela adição de 
lípidos como a cardiolipina ou o fosfatidilglicerol. Detergentes como o DM suprimem a 
necessidade de fosfolípidos na actividade da NOR [10-12].  
A concentração de detergente usada ao longo de todo o processo é determinada com 
base na concentração micelar crítica (CMC) do detergente. Este parâmetro indica a 
solubilidade do detergente em água, valor acima do qual ocorre a formação de micelas. A 
concentração mínima de detergente usada nos tampões deve ser aproximadamente igual ao 
valor da CMC, pois esta é a concentração mínima de detergente livre necessária para manter 
as proteínas em solução. 
 
 
2.1. Crescimento da Bactéria Pseudomonas nautica 617 
 
O crescimento da bactéria Ps. nautica em condições desnitrificantes foi realizado na 
“Unité de Fermentation”, CNRS, em Marselha. As condições de crescimento e o processo de 
obtenção das membranas celulares encontram-se descritos no Apêndice A.  
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2.2. Preparação das Membranas 
 
As membranas obtidas através do procedimento indicado no Apêndice A, são 
descongeladas, lavadas com tampão 50 mM Tris-HCl pH=8 e ultracentrifugadas a 
180 000 × g, durante 90 min, a 4ºC. Após este passo, são homogeneizadas em tampão 50 mM 
Tris-HCl, pH=8, 100 mM KCl, à razão de 10 mg/ml, e sonicadas quatro vezes durante 10 min 
em porções de 500 ml cada, arrefecidas em gelo. As membranas são ultracentrifugadas como 
anteriormente, e lavadas mais uma vez com excesso de tampão 50 mM Tris-HCl pH=8, após 
o que se segue uma nova ultracentrifugação. Finalmente, são ressuspendidas em 50 mM 
Tris-HCl pH=8, homogeneizadas e guardadas a –70ºC. 
 
 
2.3. Solubilização e Purificação 
 
As membranas lavadas pelo procedimento anterior são descongeladas e 
ressuspendidas em tampão 50 mM Tris-HCl pH=8, de forma a obter uma concentração de 
proteína de 10 mg/ml. Adiciona-se 2-feniletanol para uma concentração final de 0.02% (v/v). 
À suspensão anterior, arrefecida em gelo e sob agitação, é adicionado o detergente de 
extracção, dodecilato de α-D-maltose, para uma concentração final de 0.6% (p/v)1. Após 15 
minutos de incubação em gelo, a mistura é ultracentrifugada a 180 000 × g, durante 90 min, a 
4ºC. 
A purificação decorre a 4ºC. O sobrenadante da ultracentrifugação, após adição de 
inibidores de proteólise (1 mM PMSF e 10 mM benzamidina), é aplicado numa coluna de 
DEAE-Biogel A (Bio-Rad, 5.5×25.5 cm) equilibrada com 50 mM Tris-HCl pH=8, 0.02% DM, 
0.01% FE. Após aplicação, lava-se a coluna, com 1.5 volumes do mesmo tampão com o 
intuito de eluír todas as proteínas não adsorvidas. Para a eluição das proteínas adsorvidas à 
resina, aplica-se um gradiente linear de força iónica crescente entre 0 e 500 mM de NaCl em 
tampão 50 mM Tris-HCl, 0.02% DM, 0.01% FE, com um volume total de 1,6 litros. A presença 
de NOR é verificada através de ensaios de actividade e espectros de UV/visível. Os ensaios 
têm que ser normalizados na quantidade de proteína total adicionada2, pelo que se torna 
necessário fazer determinações de proteína através do método de BCA (ver Apêndice B).  
                                                     
1 A partir de uma solução “stock” com uma concentração de 10% (p/v) 
2 Devido à dependência da actividade em função da concentração de enzima no ensaio, a qual será 
abordada mais à frente neste Capítulo. 
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Na figura II.2.1. podemos observar o perfil de eluição da coluna DEAE-Biogel A com as 
concentrações de proteína e actividade de cada fracção. 
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Figura II.2.1. Perfil de eluição da coluna DEAE-Biogel A, eluída com um gradiente de 0 a 
500 mM de NaCl. (?) representa a concentração de proteína em mg/ml, (?) a % de actividade 
específica em relação ao valor máximo atingido e () o gradiente em % do Tampão B (50 mM 
Tris-HCl, 500 mM NaCl, 0.02% DM, 0.01% FE). 
 
 
As fracções com uma percentagem de actividade específica superior a 40%, eluídas 
entre cerca de 290 e 350 mM de NaCl, foram recolhidas numa única fracção, à qual se 
aumentou a percentagem de DM para 0.1%. Os passos seguintes são efectuados em 
cromatografia líquida de alta pressão (HPLC). 
A fracção da NOR eluída da coluna DEAE-Biogel A, é por sua vez aplicada numa 
coluna pré-empacotada “Ceramic hidroxilapatite” (CHT-I) (Bio-Rad, 20 ml), equilibrada com 
tampão 50 mM Tris-HCl pH=8, 300 mM NaCl, 0.02% DM, 0.01% FE. Para eluição aplica-se 
um gradiente entre o tampão A, 50 mM Tris-HCl, 300 mM NaCl, 0.02% DM, 0.01% FE, e o 
tampão B, 1.5 M KPi pH=7, 0.02% DM, 0.01% FE. O perfil de eluição desta coluna encontra-se 
na figura II.2.2. 
As enzimas membranares apresentam uma tendência para o arrastamento das bandas 
nas colunas hidroxilapatite. No entanto, o aumento da concentração de DM na amostra 
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aplicada na CHT-I para 0.1% diminui consideravelmente esta tendência. Também o uso de 
uma coluna de hidroxilapatite de elevada resolução como a CHT diminui bastante o 
arrastamento das bandas e permite obter uma boa separação neste passo. 
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Figura II.2.2. Perfil de eluição da primeira injecção na coluna CHT-I com um gradiente 
crescente em tampão fosfato entre 0 e 1.5 M. Mediram-se as absorvâncias a 280 () e 410 nm 
(). O gradiente linear crescente de tampão fosfato é apresentado em percentagem do tampão 
B (). A banda correspondente à NOR encontra-se assinalada. 
 
 
A NOR é eluída a aproximadamente 300 mM de KPi (20% de tampão B). A fracção de 
NOR mais pura é reunida com base na razão entre as absorvâncias a 410 nm e 280 nm. 
Juntam-se as fracções com uma razão A410/A280 acima de 1. A esta fracção, diluída 1:3, 
aumenta-se novamente a percentagem de DM para 0.1% e procede-se a uma nova aplicação 
na coluna CHT-I, equilibrada com 100 mM KPi pH=7, 0.02% DM, 0.01% FE. A eluição é feita 
por aplicação de um gradiente linear desde 100 a 1500 mM KPi pH=7, 0.02% DM, 0.01% FE. 
O perfil de eluição desta coluna encontra-se na figura II.2.3. 
A fracção de NOR pura, eluída aproximadamente a 300 mM KPi, com uma razão de 
pureza A411nm/A280nm≈1.3, é reunida com base em géis de SDS-PAGE de todas as fracções 
eluídas da coluna. A fracção é concentrada num Diaflo (Amicon), equipado com uma 
membrana YM 30, e o tampão trocado para 100 mM KPi pH=7, 0.05% DM, 0.01% FE para 
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armazenamento a –70ºC. Na figura II.2.4 podem ser observados dois géis de SDS-PAGE das 
fracções da segunda injecção na coluna CHT-I.  
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Figura II.2.3. Perfil de eluição da segunda injecção na coluna CHT-I com um gradiente 
crescente entre 100 e 1500 mM de KPi. Mediram-se as absorvâncias a 280 () e 410 nm (). O 
gradiente linear crescente de fosfato é apresentado em percentagem do tampão B (). A 
banda correspondente à NOR encontra-se assinalada. 
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Figura II.2.4. Géis de Tricina SDS-PAGE (10% T, 3% C) das várias fracções ao longo da 
segunda injecção na coluna CHT-I. Poços: 1 e 12. Padrão de pesos moleculares (Amersham 
Biosciences): 97 kDa, 66 kDa, 45 kDa, 30 kDa, 20.1 kDa, 14.4 kDa, 2 -11, e 13-16, fracções eluídas 
da coluna CHT-I. As bandas correspondentes às duas subunidades da NOR encontram-se 
assinaladas por setas. 
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A figura II.2.5. apresenta um gel de Tricina SDS-PAGE da fracção pura da NOR de Ps. 
nautica.  
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Figura II.2.5. Gel de Tricina SDS-PAGE (10% T, 3% C) da fracção pura da NOR de Ps. 
nautica. Poços: 1. Padrão de pesos moleculares (Amersham Biosciences), 2. NOR de Ps. nautica. 
As bandas correspondentes às duas subunidades da NOR encontram-se assinaladas por setas. 
 
 
Duas bandas principais podem ser observadas no gel: uma com cerca de 17 kDa 
correspondente à subunidade NORC e a outra com uma massa molecular aparente de cerca 
de 36 kDa correspondente à NORB. No gel é ainda possível observar duas outras bandas 
menos intensas com peso aproximado de 57 kDa e 66 kDa. Estas deverão corresponder aos 
agregados da NORB também observados nas fracções puras da NOR isolada de Pa. 
denitrificans e Ps. stutzeri e cuja intensidade aumenta se as amostras foram fervidas ao invés 
de aquecidas a 40ºC (ver preparação das amostras para o gel no Apêndice B). 
O facto de não se usar o perfil de actividade para reunir a fracção mais pura eluída da 
coluna CHT-I, é resultado do elevado grau de erro do ensaio de actividade, o qual faz com 
que fracções muito diluídas apresentem elevada actividade específica.  
Os erros inerentes ao ensaio de actividade da redutase do NO encontram-se ilustrados 
nas figuras II.2.6 e II.2.7. Para a realização dos ensaios ilustrados nestas duas figuras usou-se 
NOR proveniente do mesmo “stock”, mas de diferentes diluições no caso da figura II.2.6 e da 
mesma diluição mas com adição de volumes diferentes à mistura reaccional no caso da 
figura II.2.7. A actividade específica é apresentada em µmol de NO reduzidas por minuto e 
por miligrama de proteína total (determinada através do método de BCA).  
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Figura II.2.6. Gráfico da actividade específica da NOR em função da concentração de proteína 
na mistura reaccional. Para a realização destes ensaios fizeram-se diferentes diluições a partir 
do mesmo “stock” de enzima. 
 
 
Através da observação destas duas figuras verifica-se que a actividade específica é mais 
elevada com menores concentrações de proteína no ensaio. Este facto é responsável pela 
obtenção de actividades anormalmente elevadas quando se testam os tubos mais diluídos ao 
longo da purificação.  
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Figura II.2.7. Gráfico da actividade específica da NOR em função da concentração de proteína 
na mistura reaccional. Foram adicionados diferentes volumes de enzima provenientes do 
mesmo “stock”. 
 
 
Na figura II.2.8 é apresentado um esquema da purificação da NOR de Ps. nautica  617 a 
partir das membranas sonicadas.  
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Figura II.2.8. Esquema da purificação da NOR de Pseudomonas nautica 617. 
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1. Introdução 
 
A NOR isolada da bactéria Ps. nautica 617 é constituída por duas subunidades: NORB e 
NORC. Os seus pesos moleculares aparentes determinados por electroforese em gel de 
poliacrilamida desnaturante são cerca de 36 kDa e 17 kDa, respectivamente. Esta enzima, de 
acordo com o número de subunidades determinado e com a estequiometria de co-factores, 
pertence à classe das cNOR’s. A sequência dos genes norB e norC será apresentada no 
próximo capítulo, calculando-se a partir da respectiva sequência de aminoácidos, a massa 
molecular de cada subunidade.  
Neste capítulo descrever-se-à a caracterização a nível bioquímico e espectroscópico da 
cNOR de Ps. nautica. 
 
 
2. Caracterização Bioquímica 
 
2.1. Determinação do Coeficiente de Extinção Molar 
 
As determinações do conteúdo em proteína total foram realizadas através do método 
BCA (ver Apêndice B). No entanto, devido à interferência do detergente no método, as 
determinações não são muito reprodutíveis. Assim, tendo em conta que a NOR de Ps. nautica 
pertence à classe das cNOR, é de esperar um valor de 4 ferros por proteína. Isso permitiu a 
determinação de um coeficiente de extinção molar aproximado, baseado no espectro de 
amostras cuja determinação do conteúdo total em ferro foi realizada por espectroscopia de 
emissão atómica por plasma induzido (ICP).  
O valor determinado para o coeficiente de extinção molar (da NOR oxidada) ao 
comprimento de onda da banda do Soret, 411 nm, foi de 325 000 M-1?cm-1. Este foi usado para 
a determinação do número de ferros hémicos e não hémicos por proteína, bem como para 
todas as determinações da concentração da NOR ao longo deste trabalho. 
A técnica de ICP permitiu ainda verificar a não existência de cobre ou quaisquer outros 
metais para além do ferro na NOR de Ps. nautica. 
 
 
2.2. Determinação do Conteúdo em Ferro Hémico 
 
A determinação do conteúdo em ferro hémico foi efectuada através do método 
piridina-hemocromogénio, com recurso a um sistema de equações desenvolvido por Berry e 
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Trumpower [1] (ver Apêndice B). Os valores obtidos para as diferentes amostras de NOR 
pura encontram-se na tabela II.3.1. Os resultados permitem-nos concluir a existência de 2 
hemos do tipo b e 1 hemo do tipo c por proteína. 
 
 
Tabela II.3.1. Resultados da determinação do conteúdo em hemos b e c pelo método de 
Piridina-Hemocromogéneo. 
 
Amostra Hemos b /proteína Hemos c /proteína 
I 1.70 1.08 
II 1.95 1.10 
III 1.97 1.10 
IV 2.01 1.10 
 
 
2.3. Determinação do Conteúdo em Ferro Não Hémico 
 
O conteúdo em ferro não hémico foi determinado através do método de TPTZ (ver 
Apêndice B). Os resultados desta análise são apresentados na tabela II.3.2, para as mesmas 
amostras cuja determinação do conteúdo em hemos se encontra na tabela II.3.1. 
 
 
Tabela II.3.2. Resultados da determinação do conteúdo em ferro não hémico pelo método de TPTZ. 
 
Amostra Ferro não hémico /proteína 
I 0.93 
II 0.96 
III 1.00 
IV 1.04 
 
 
Através da observação da tabela II.3.2 pode-se concluir a existência de 1 ferro não 
hémico por proteína. Assim sendo, a NOR de Ps. nautica, à semelhança das restantes cNOR’s 
apresenta uma estequiometria de 2 hemos b: 1 hemo c: 1 ferro não hémico. 
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2.4. Determinação da Massa Molecular 
 
Da análise da NOR de Ps. nautica por espectrometria de massa, apenas se conseguiu 
obter o peso molecular da subunidade NORC. O seu valor de 17 430 Da, é bastante 
semelhante ao valor de massa molecular obtido por electroforese em gel de poliacrilamida e 
coincide com os valores reportados para as restantes NORC conhecidas [2-4].  
 
 
3. Caracterização Espectroscópica 
 
3.1. Espectroscopia de UV/visível 
 
O espectro de UV/visível da NOR de Ps. nautica no estado oxidado apresenta um valor 
de absorção máximo da banda do Soret a 411 nm e outra banda a 526 nm. (ver figura II.3.1 e 
tabela II.3.3). Verificou-se a ausência da banda de fraca absorção a 595 nm observada nas 
restantes cNOR’s e atribuída ao hemo b3 em configuração de spin alto [2, 4, 5].  
 
 
 
Figura II.3.1. Espectros de UV/visível da NOR de Ps. nautica em tampão 100 mM KPi pH=7. 
() oxidada, () reduzida com ditionito de sódio. Em inserção encontra-se uma expansão da 
zona das bandas α e β. 
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A redução com ditionito de sódio provoca um deslocamento da banda do Soret para 
420 nm e o aparecimento das bandas α e β, a 551 nm, com um ombro a 558 nm e a 521 nm, 
respectivamente. O comprimento de onda do máximo da banda α é típico de hemos do tipo c 
e o ombro a 558 nm denuncia a presença de um hemo do tipo b em configuração de spin 
baixo. 
 
 
Tabela II.3.3. Máximos de absorção do espectro de UV/visível da NOR de Ps. nautica a pH=7.0 
nos estados oxidado e reduzido. Entre parêntesis encontra-se o valor de comprimento de onda do 
“ombro” existente na banda α. 
 
Estado Máximos de Absorção (nm) 
Oxidado 411, 526 
Reduzido 420, 521, 551 (558) 
 
 
3.2. Espectroscopia de RPE 
 
No espectro de RPE da NOR oxidada de Ps. nautica (figura II.3.2.A) três conjuntos de 
sinais podem ser observados. Dois deles correspondem a sistemas de spin baixo (S=1/2) e 
um terceiro a um sistema de spin alto (S=5/2). O conjunto de sinais altamente anisotrópico, 
do qual apenas se consegue observar o valor de gmax=3.60 deverá corresponder, de acordo 
com os estudos realizados nas restantes cNOR’s ao hemo c em configuração de spin baixo da 
NORC. O outro conjunto de sinais de spin baixo com valores de gmáx= 2.99, gmed=2.26 e 
gmin≈1.45 corresponde ao hemo b em configuração de spin baixo. O conjunto de sinais de spin 
alto apresentam valores de g=6.74, 6.35 e 6.02. Os valores de g=6.74 e 6.02 deverão 
corresponder a alguma fracção do hemo b3 que se encontra desacoplada do FeB. No entanto, 
estes representam apenas uma pequena fracção do número total de spins presentes na 
amostra. À semelhança das restantes NOR’s, os ferros que fazem parte do centro catalítico da 
enzima não são visíveis por espectroscopia de RPE. Neste espectro é possível ainda observar 
dois sinais com valores de g=2.05 e 2.006. Sinais semelhantes foram reportados nas restantes 
cNOR’s, mas a sua intensidade e presença dependia, nesse caso da preparação [2-4]. No caso 
da NOR de Ps. nautica os sinais com valores de g=2.05 e 2.006 podem ser observados no 
espectro da forma oxidada das preparações da NOR obtidas de diferentes purificações.  
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Figura II.3.2. Espectros de RPE da NOR de Ps. nautica em tampão 100 mM KPi, pH=7, 0.05% 
DM, 0.01% FE. A. Forma oxidada, B. NOR reduzida com ascorbato de sódio e DAD, C. Forma 
totalmente reduzida com ditionito de sódio, D. Forma reduzida incubada com NO. Condições 
experimentais: frequência da micro-onda, 9.65 GHz; temperatura, 12 K; número de scans, 4; 
ganho, 1×105; modulação da amplitude, 5 Gpp; potência da micro-onda, 0.2 mW (Excepto para 
o espectro D em que a potência foi de 6.325 mW. No entanto, o espectro apresentado em D 
encontra-se corrigido para a potência de 0.2 mW). 
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Campo Magnético (G)
A 
B 
D 
C 
3.99
2.17
2.03
2.006 
1.92
1.85
1.60
6.74 
6.35 
6.02
4.33 
3.60
2.99
2.26
2.05
1.96
2.006
1.45
Capítulo 3 – Caracterização Bioquímica e Espectroscópica 
184 
No espectro de RPE da NOR de Pa. denitrificans é possível observar um sinal com 
g=2.009 [2], o qual foi atribuído ao FeB do centro binuclear, numa configuração de spin alto. 
Girsch e De Vries assumiram que o ferro não hémico apresenta uma geometria de 
coordenação tetraédrica ou octaédrica e que a interacção de Zeeman domina o Hamiltoniano 
de spin. Neste caso, os parâmetros E e D apresentam valores baixos quando comparados 
com a interacção de Zeeman. Segundo estes autores, o sinal com g=2.009 teria origem numa 
transição Ms=1/2 ? Ms=-1/2. Para este sinal foi excluída a possibilidade de ser originado por 
um radical orgânico, já que não se encontra saturado à potência de 200 mW.  
Ao sinal com valor de g=2.006 do espectro de RPE da NOR oxidada de Ps. nautica 
poderia ser atribuída a mesma origem do sinal a g=2.009 da NOR de Pa. denitrificans. No 
entanto, no caso de Ps. nautica o sinal a g=2.006 é rapidamente saturado pelo aumento de 
potência, e apresenta alguma estrutura, podendo ser originado por um radical orgânico, 
possivelmente de um resíduo de aminoácido. A quantificação deste sinal através da sua 
simulação resulta em menos de 0.1 spins/proteína. Um sinal de radical semelhante ao da 
NOR de Ps. nautica pode ser observado nos espectros de RPE de diversas proteínas hémicas 
(nomeadamente no espectro de RPE da CCP de Ps. stutzeri). 
A quantificação do número de spins por proteína correspondente aos dois sinais de 
hemos em configuração de spin baixo, encontra-se na tabela II.3.4.  
 
 
Tabela II.3.4. Valores de g e quantificação do número de spins por proteína, das ressonâncias 
observadas no espectro de RPE da NOR oxidada de Ps. nautica.  
 
Sinal Valores de g Spins/proteína 
Hemo b spin baixo 2.99, 2.26 e 1.45 0.9 
Hemo c spin baixo 3.6 0.7 
Hemo b3 6.74 e 6.02  
 
 
A quantificação do sinal correspondente ao hemo b foi feita a partir de uma simulação 
com os seguintes parâmetros: gmáx=2.997, gmed=2.255 e gmin=1.45. A quantificação do sinal 
altamente anisotrópico correspondente ao hemo c foi realizada pelo método de Aasa e 
Vangard [6], modificado segundo De Vries e Albracht [7]. Para tal, determinou-se a razão 
entre as áreas dos sinais correspondentes ao valor de gmáx do hemo b e do hemo c, corrigidas 
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pelos respectivos factores Tav (Tav=2.437 para o sinal do hemo c e Tav=10.465 para o sinal do 
hemo b). Os valores obtidos reflectem uma estequiometria de 1 hemo c: 1 hemo b em 
configuração de spin baixo. 
A redução da NOR de Ps. nautica com ascorbato de sódio (1 mM) e DAD (10 µM), faz 
com que a maioria dos sinais observados na amostra nativa deixem de ser visíveis no 
espectro de RPE (figura II.3.2.B). Apenas se observa o conjunto de sinais correspondentes ao 
sistema de spin alto (S=5/2) com valores de g=6.74, 6.35 e 6.02 e os sinais a campo alto, com 
valores de g=2.05 e 2.006, embora estes últimos tenham perdido alguma intensidade. Neste 
estado de oxidação, os hemos em configuração de spin baixo encontram-se reduzidos (S=0). 
A fracção de hemo b3 visível no espectro da proteína nativa parece continuar oxidada (ou 
pelo menos parcialmente oxidada). A julgar pelos potenciais formais de oxidação-redução da 
NOR de Pa. denitrificans (+310 mV para o hemo c, +345 mV para o hemo b, + 320 mV para o 
FeB e +60 mM para o hemo b3 [8]), o FeB também deveria estar no estado reduzido. Neste 
caso, com base no modelo catalítico proposto [9, 10], seria de esperar a perda do acoplamento 
entre o FeB e o hemo b3. O FeB continuaria a não ser observável por espectroscopia de RPE 
por se encontrar reduzido (S=2). No entanto, não se observa aumento de intensidade do sinal 
correspondente ao sistema de spin alto, como seria de esperar se houvesse perda de 
acoplamento, mantendo-se este no estado Fe3+. Este facto pode ser justificado por algum grau 
de redução do hemo b3, o que é plausível tendo em conta que o seu potencial formal de 
oxidação-redução na NOR de Pa. denitrificans (de cerca de 60 mV) é semelhante ao do 
ascorbato de sódio.  
A redução da NOR de Ps. nautica com ditionito de sódio (1 mM) provoca o 
desaparecimento dos sinais com g=6.74 e 6.02, mantendo-se apenas os sinais com valores de 
g=6.35 e g=2.006 (figura II.3.2.C). A origem do sinal com valor de g=6.35 é desconhecida, 
uma vez que não é redutível e não parece ser um sinal com valor de spin inteiro (não é 
visível qualquer sinal no espectro de RPE do modo paralelo desta amostra). O sinal com 
g=2.006 além de não desaparecer com a redução até aumenta de intensidade se a NOR de Ps. 
nautica nativa for incubada com ferricianeto de potássio. Assim parece ser um sinal 
proveniente de uma espécie já reduzida na forma nativa da NOR e é pouco provável que 
corresponda ao ferro não hémico com foi proposto por Girsch e De Vries. 
A incubação da NOR de Ps. nautica totalmente reduzida com o seu substrato, o NO 
(figura II.3.2.D e II.3.3.A), provoca o aparecimento, no espectro de RPE de dois tipos de 
sinais.  
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Figura II.3.3. Efeito do NO  nos espectros de RPE da NOR de Ps. nautica reduzida com 
ditionito de sódio. A. Incubada com NO, B. Incubada com NO2- para produção de NO in sito 
C. Incubada com 15NO2- para produção de 15NO in sito. Condições experimentais: frequência 
da micro-onda, 9.65 GHz; temperatura, 12 K; número de scans, 4; ganho, 1×105; modulação da 
amplitude, 5 Gpp; potência da micro-onda, 50 mW. 
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Figura II.3.4. Efeito do NO nos espectros de RPE da NOR de Ps. nautica reduzida com ditionito 
de sódio. A. Incubada com NO, B. Incubada com NO2- para produção de NO in sito C. 
Incubada com 15NO2- para produção de 15NO in sito. Condições experimentais: frequência da 
micro-onda, 9.65 GHz; temperatura, 77 K; número de scans, 1; ganho, 1×105; modulação da 
amplitude, 2 Gpp; potência da micro-onda, 20 mW. 
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O primeiro, com g=3.99, deverá corresponder a um complexo FeB(III)  NO com 
S=3/2, no qual o FeB em configuração de spin alto (S=5/2) se encontra 
antiferromagneticamente acoplado a NO- (S=1). O segundo, um tripleto, centrado a g=2, é 
típico de um hemo no estado reduzido ligado a NO (figura II.3.4.A). Este sinal é explicado 
pela sobreposição de duas espécies hémicas ligadas a NO, uma penta e outra 
hexacoordenada [11-13].   
 
O espectro da figura II.3.4.B corresponde à incubação da NOR de Ps. nautica totalmente 
reduzida com nitrito de sódio para produção de NO in sito. Apesar de muito semelhante ao 
espectro da NOR incubada com NO gás, o sinal a g=3.99 não é visível (ver figura II.3.3.B). 
Uma outra diferença significativa é a forma do tripleto centrado a g=2, o qual parece ter 
percentagens diferentes, em relação ao sinal da figura II.3.3.A, de hemo penta e 
hexacoordenado ligado a NO a contribuir para o sinal obtido. Com o objectivo de determinar 
os parâmetros espectroscópicos associados a estas espécies, incubou-se a NOR reduzida com 
15NO2- (figura II.3.4.C, tabela II.3.5). As simulações das espécies hémicas ligadas a NO, penta 
e hexacoordenada, bem como a simulação global sobreposta ao espectro experimental 
encontram-se nas figuras II.3.5 (para a NOR incubada com NO2-) e II.3.6 (para a NOR 
incubada com 15NO2-) 1. A simulação da figura II.3.5.B foi obtida com os parâmetros 
apresentados na tabela II.3.5 assumindo uma percentagem de 43% de espécie 
hexacoordenada e 57% de espécie pentacoordenada. O espectro da figura II.3.6.A só pôde ser 
simulado pela curva da figura II.3.6.B assumindo a existência de uma pequena percentagem 
de espécie hexacoordenada ligada a 14NO (14%). Assim, este espectro foi obtido assumindo 
as seguintes percentagens: 52% de espécie pentacoordenada ligada a 15NO, 34% de espécie 
hexacoordenada ligada a 15NO e 14% de espécie hexacoordenada ligada a 14NO. A existência 
de 14NO nesta amostra poderá ser proveniente da própria enzima na forma em que foi 
purificada (há que ter em conta que o número de spins correspondentes ao sinal de hemo 
ligado a NO é, apesar de tudo, bastante baixo: cerca de 0.2 spins/proteína) 
 
 
                                                     
1 As simulações foram feitas tendo em conta a razão giromagnética de 1.403 entre o 14N e o 15N que 
afecta as constantes hiperfinas quando se substitui o 14N (I=1) por 15N (I=1/2.) 
  
 
 
Tabela II.3.5. Parâmetros usados nas simulações do sinal hemo-NO dos espectros de RPE da NOR de Ps. nautica. 
 
 
 Constantes Hiperfinas (G) 
Parâmetro g Largura de 
linha 
14NO 15NO  
   NO Histidina NO Histidina 
z 2.075 17 8.6 8.0 12.0 8.0 
y 2.005 20 30.0 5.0 42.0 5.0 
Espécie 
Hexacoordenada 
x 1.968 22 13.5 12.5 19.0 12.5 
z 2.082 35 53.0  74.0  
y 2.026 33 18.0  25.0  Espécie 
Pentacoordenada 
x 2.010 8 17.0  24.0  
Spin do núcleo    1 1 1/2 1 
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Figura II.3.5. Simulações das espécies hémicas ligadas a 14NO. A. Espectro experimental 
(espectro B da figura II.3.4.), B. Simulação global, C. Simulação da espécie pentacoordenada, 
D. Espécie hexacoordenada. 
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Figura II.3.6. Simulações das espécies hémicas ligadas a 15NO. A. Espectro experimental 
(espectro C da figura II.3.4.), B. Simulação global, C. Simulação da espécie pentacoordenada, 
D. Espécie hexacoordenada. 
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1. Introdução 
 
Para a determinação da sequência de ADN dos genes que codificam para cada uma das 
subunidades da NOR de Ps. nautica (genes norC e norB) seguiu-se a abordagem descrita na 
primeira parte da tese para a sequênciação da CCP de Ps. stutzeri. No entanto, como neste 
caso não se conhecia nenhum fragmento de sequência, ambos os iniciadores da primeira 
reacção de PCR foram desenhados a partir da análise comparativa das sequências de 
aminoácidos das subunidades NORB conhecidas. A partir do primeiro fragmento de 
sequência de ADN da subunidade NORB, aplicou-se a técnica de “Genome Walking”. Como o 
gene norC se situa a montante do gene norB, a totalidade da sequência da subunidade NORC 
foi obtida por “Genome Walking” a partir da sequência de ADN do gene norB. 
 
 
2. Sequenciação do Gene que codifica para a NOR de Ps. nautica 
 
Para a obtenção da sequência de ADN do gene que codifica para a subunidade NORB 
de Ps. nautica começou-se por desenhar um par de oligonucleótidos iniciadores para a 
amplificação de um fragmento desse gene através da técnica de PCR. Para tal, teve que se 
recorrer a uma zona bastante conservada das sequências de aminoácidos das restantes 
NORB’s bacterianas. Esses iniciadores, denominados NO1 e NO2, encontram-se marcados na 
figura II.4.1, a qual ilustra a comparação das sequências de aminoácidos das quatro NORB’s 
bacterianas usadas para verificação de zonas conservadas.  
Para diminuir a degenerescência dos iniciadores desenhados calculou-se a frequência 
dos codões que codificam para cada aminoácido noutras proteínas isoladas de Ps. nautica, 
cuja sequência de ADN era conhecida. Ao desenhar os iniciadores não foram considerados 
os codões com uma frequência de menos de 10% em todas as sequências analisadas.  
As sequências dos dois iniciadores são as seguintes: 
W   L    L   F   G   F
5’- tgg cts cts tty ggy tt -3’
NO1
 
5’- cat sag cca raa rcc cca  -3’NO2
 
O iniciador NO2 é o complementar e inverso da sequência de ADN que codifica para a 
proteína. s, r e y são degenerescências que significam g+c, a+g e c+t, respectivamente. 
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NO2
NO1
 
Figura II.4.1. Comparação das sequências de aminoácidos das subunidades NORB das 
redutases do óxido nítrico bacterianas isoladas de Ps. aeruginosa [1], Ps. stutzeri [2], Pa. 
denitrificans [3] e Pa. halodenitrificans [4], para a verificação de zonas conservadas. As zonas 
onde foram desenhados os dois oligonucleótidos iniciadores para a reacção de PCR, NO1 e 
NO2, encontram-se marcadas com caixas de cor verde. 
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Uma vez desenhado o par de iniciadores, isolou-se o ADN molde para a reacção de 
PCR, a partir de uma cultura da bactéria Ps. nautica (ver Apêndice C). A reacção de PCR foi 
preparada com 50 ng de ADN molde num volume total de 50 µl (as restantes condições da 
reacção encontram-se no apêndice C) e decorreu num termociclador com o seguinte 
programa:  
Passo 1 – Desnaturação inicial da cadeia de ADN a 94ºC, durante 5 minutos. 
Passo 2 – Desnaturação de cada ciclo a 94ºC, durante 30 segundos. 
Passo 3 – Hibridação a 58ºC1, durante 1 minuto e 30 segundos. 
Passo 4 – Amplificação a 72ºC durante 2 minutos. 
(Os passos 2 a 4 foram repetidos 35 vezes) 
Passo 5 – Amplificação final a 72ºC, durante 10 minutos. 
Passo 6 – Permanência a 4ºC em pausa. 
Verificou-se o resultado da reacção de PCR através de uma electroforese em gel de 1% 
de agarose com brometo de etídeo, cuja fotografia se encontra na figura II.4.2.  
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Figura II.4.2. Gel de 1% de agarose do produto da reacção de PCR com os iniciadores NO1 e 
NO2. Poços: 1. Marcador de pesos moleculares 1kB (Promega); 2. Produto da Reacção de PCR. 
A banda assinalada com uma seta apresenta um peso molecular de ≈ 900 pb. 
 
 
Tendo em conta a comparação de sequências da figura II.4.1 o fragmento de ADN 
esperado deveria ter cerca de 900 pares de bases (pb), correspondendo a uma zona de 300 
                                                     
1 A temperatura de emparelhamento é escolhida tendo em conta a temperatura de fusão (Tm) de 
cada um dos iniciadores. Neste caso Tm do NO1=55.6ºC e do NO2=58.3ºC. 
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aminoácidos da proteína. A banda assinalada na figura II.4.2 apresenta um tamanho de 
aproximadamente 900 pb, pelo que foi extraída do gel e purificada para ligação ao vector 
pGEM-T EASY (Promega). O ADN ligado ao plasmídeo foi transformado em células 
competentes Epicurian Coli XL1-Blue, as quais foram crescidas em meio LB com ampicilina, 
X-Gal e IPTG para selecção das colónias que adquiriram o plasmídeo contendo a inserção 
através da sua cor branca (ver Apêndice C). Estas foram crescidas em meio líquido LB 
contendo ampicilina. O ADN plasmídico foi isolado e sequenciado. As sequências de ADN e 
aminoácidos obtidas para a NORB de Ps. nautica a partir do fragmento da reacção de PCR 
com os iniciadores NO1 e NO2 encontra-se na figura II.4.3. 
 
 
tggctgctgttcggcttcatgggcgccacctactacatggttccggaagaagcccagacc 
 W  L  L  F  G  F  M  G  A  T  Y  Y  M  V  P  E  E  A  Q  T  
gaactgcacagccccctgctggcgtggattctgttctgggtgttcgcggcagctggcacg 
 E  L  H  S  P  L  L  A  W  I  L  F  W  V  F  A  A  A  G  T  
ctgaccatcctgggctacctgtttgtggactacgccaccttggcagaagtcaccatgaac 
 L  T  I  L  G  Y  L  F  V  D  Y  A  T  L  A  E  V  T  M  N  
aagttgctacccaccatgggccgggagttcctggagcaacccacgataaccaagatcggt 
 K  L  L  P  T  M  G  R  E  F  L  E  Q  P  T  I  T  K  I  G  
atcgccgtggtcgtggtggcgttcctctataacatcgccatgaccgcgctgaaaggccgc 
 I  A  V  V  V  V  A  F  L  Y  N  I  A  M  T  A  L  K  G  R  
aagaccgtggtcaacatcgtactgatcaccggcctggtaggcctggccgtattgtggctg 
 K  T  V  V  N  I  V  L  I  T  G  L  V  G  L  A  V  L  W  L  
ttctccttctacaaccccggcaacctggccaccgacaagtacttctggtggtttgtggtc 
 F  S  F  Y  N  P  G  N  L  A  T  D  K  Y  F  W  W  F  V  V  
cacctgtgggtagaaggcgtgtgggaactgatcatgggtgccattctggcctatgtgttg 
 H  L  W  V  E  G  V  W  E  L  I  M  G  A  I  L  A  Y  V  L  
atcaagctcacaggtgtagaccgcgaagtaatcgagaagtggctgtacgtgatcatcgcc 
 I  K  L  T  G  V  D  R  E  V  I  E  K  W  L  Y  V  I  I  A  
atggcgctgattaccggcatcatcggtaccgggcaccacttcttctggatcgggccgccc 
 M  A  L  I  T  G  I  I  G  T  G  H  H  F  F  W  I  G  P  P  
gagtactggctctggctgggttctgtgttctctgcactggaaccgcttccgttcttcatg 
 E  Y  W  L  W  L  G  S  V  F  S  A  L  E  P  L  P  F  F  M  
atggtggtcttcgccttcaacatgatcaaccgtcgccgccgcaaccacccgaacaaggcc 
 M  V  V  F  A  F  N  M  I  N  R  R  R  R  N  H  P  N  K  A  
gcgatgctgtgggccatgggtacaaccgtcatggcattcctgggcgctggcgtgtggggc 
 A  M  L  W  A  M  G  T  T  V  M  A  F  L  G  A  G  V  W  G  
ttcctgcacaccctggctccggtgaactggtacacccatggtagccagattaccgcagcc 
 F  L  H  T  L  A  P  V  N  W  Y  T  H  G  S  Q  I  T  A  A  
cacggccacatggccttctatggcgcctacgtaatgattgtactgaccatcatttcctac 
 H  G  H  M  A  F  Y  G  A  Y  V  M  I  V  L  T  I  I  S  Y  
gccatgccaatcatgcgcggtcgcccctacggcaacagcaataccgctcagattgtggaa 
 A  M  P  I  M  R  G  R  P  Y  G  N  S  N  T  A  Q  I  V  E  
atgtggggcttctggctcatg 
 M  W  G  F  W  L  M   
 
Figura II.4.3. Sequência de ADN da NORB de Ps. nautica e respectivos aminoácidos por ela 
codificados, obtida através do fragmento amplificado pela reacção de PCR com os iniciadores 
NO1 e NO2 (destacados por caixas). 
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2.1. Aplicação da Técnica de “Genome Walking” 
 
2.1.1. Introdução 
 
Para a aplicação da técnica de “Gemone Walking” na sequenciação da NOR de Ps. 
nautica, foram construídas quatro bibliotecas genómicas a partir do ADN cromossómico da 
bactéria cortado com diferentes enzimas de restrição (EcoRV, DraI, PvuII e StuI). Aos 
fragmentos resultantes liga-se um adaptador (ver Apêndice C) fornecido pelo fabricante do 
kit (Clontech). Realizam-se então duas reacções de PCR consecutivas, sendo utilizado, em 
cada uma delas, um iniciador específico para a sequência de ADN do gene em estudo e outro 
específico para o adaptador.  
 
 
2.1.2. Sequenciação no sentido N-terminal da subunidade NORB 
 
2.1.2.1. Os Iniciadores 
 
Para determinar a sequência de ADN a montante da zona conhecida, desenharam-se 
dois iniciadores na cadeia complementar à codificante: 
 
NO5    5’- aaccatgtagtaggtggcgcccatgaa -3’ 
NO6 5’- tgccgcgaacacccagaacagaatcca -3’ 
 
 
em que os iniciadores sintetizados são complementares e inverso da sequência de ADN que 
codifica para a proteína.  
Na figura II.4.4 é possível observar a localização destes dois iniciadores na sequência de 
ADN conhecida. 
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tggctgctgttcggcttcatgggcgccacctactacatggttccggaagaagcccagacc 
 W  L  L  F  G  F  M  G  A  T  Y  Y  M  V  P  E  E  A  Q  T  
 
gaactgcacagccccctgctggcgtggattctgttctgggtgttcgcggcagctggcacg 
 E  L  H  S  P  L  L  A  W  I  L  F  W  V  F  A  A  A  G  T  
ctgaccatcctgggctacctgtttgtggactacgccaccttggcagaagtcaccatgaac 
 L  T  I  L  G  Y  L  F  V  D  Y  A  T  L  A  E  V  T  M  N  
aagttgctacccaccatgggccgggagttcctggagcaacccacgataaccaagatcggt 
 K  L  L  P  T  M  G  R  E  F  L  E  Q  P  T  I  T  K  I  G  
atcgccgtggtcgtggtggcgttcctctataacatcgccatgaccgcgctgaaaggccgc 
 I  A  V  V  V  V  A  F  L  Y  N  I  A  M  T  A  L  K  G  R  
aagaccgtggtcaacatcgtactgatcaccggcctggtaggcctggccgtattgtggctg 
 K  T  V  V  N  I  V  L  I  T  G  L  V  G  L  A  V  L  W  L  
ttctccttctacaaccccggcaacctggccaccgacaagtacttctggtggtttgtggtc 
 F  S  F  Y  N  P  G  N  L  A  T  D  K  Y  F  W  W  F  V  V  
cacctgtgggtagaaggcgtgtgggaactgatcatgggtgccattctggcctatgtgttg 
 H  L  W  V  E  G  V  W  E  L  I  M  G  A  I  L  A  Y  V  L  
atcaagctcacaggtgtagaccgcgaagtaatcgagaagtggctgtacgtgatcatcgcc 
 I  K  L  T  G  V  D  R  E  V  I  E  K  W  L  Y  V  I  I  A  
atggcgctgattaccggcatcatcggtaccgggcaccacttcttctggatcgggccgccc 
 M  A  L  I  T  G  I  I  G  T  G  H  H  F  F  W  I  G  P  P  
gagtactggctctggctgggttctgtgttctctgcactggaaccgcttccgttcttcatg 
 E  Y  W  L  W  L  G  S  V  F  S  A  L  E  P  L  P  F  F  M  
atggtggtcttcgccttcaacatgatcaaccgtcgccgccgcaaccacccgaacaaggcc 
 M  V  V  F  A  F  N  M  I  N  R  R  R  R  N  H  P  N  K  A  
gcgatgctgtgggccatgggtacaaccgtcatggcattcctgggcgctggcgtgtggggc 
 A  M  L  W  A  M  G  T  T  V  M  A  F  L  G  A  G  V  W  G  
ttcctgcacaccctggctccggtgaactggtacacccatggtagccagattaccgcagcc 
 F  L  H  T  L  A  P  V  N  W  Y  T  H  G  S  Q  I  T  A  A  
cacggccacatggccttctatggcgcctacgtaatgattgtactgaccatcatttcctac 
 H  G  H  M  A  F  Y  G  A  Y  V  M  I  V  L  T  I  I  S  Y  
gccatgccaatcatgcgcggtcgcccctacggcaacagcaataccgctcagattgtggaa 
 A  M  P  I  M  R  G  R  P  Y  G  N  S  N  T  A  Q  I  V  E  
atgtggggcttctggctcatg 
 M  W  G  F  W  L  M   
 
Figura II.4.4. Localização, na sequência de ADN da NORB de Ps. nautica, dos iniciadores NO6 
e NO5 para a primeira e segunda reacção de PCR respectivamente, no sentido do N-terminal .  
 
 
2.1.2.2. Primeira Reacção de PCR 
 
Após o isolamento do ADN genómico da bactéria Ps. nautica e a construção das 
livrarias genómicas de acordo com as especificações do fabricante do kit de “Genome Walker” 
(Clontech) realizou-se a primeira reacção de PCR com os iniciadores NO6 a AP1 (fornecido no 
kit Clontech).  
O programa de PCR encontra-se descrito abaixo: 
Passo 1 – Desnaturação inicial da cadeia de ADN a 94ºC, durante 25 segundos. 
Passo 2 – Desnaturação a 94ºC, durante 25 segundos. 
  ? 
NO5 
  ? 
NO6 
Parte II – A Redutase do Óxido Nítrico de Pseudomonas nautica 
203 
Passo 3 – Hibridação e extensão a 78ºC2, durante 3 minutos. 
(Os passos 2 e 3 foram repetidos 7 vezes) 
Passo 4 – Desnaturação a 94ºC, durante 25 segundos. 
Passo 5 – Hibridação e extensão a 72ºC, durante 3 minutos. 
(Os passos 4 e 5 foram repetidos 32 vezes) 
Passo 6 – Amplificação final a 72ºC, durante 7 minutos. 
Passo 7 – Permanência a 4ºC em pausa. 
O resultado da reacção de PCR foi verificado através de uma electroforese em gel de 
agarose 1.5%, cuja fotografia se encontra na figura II.4.5. Nesta figura é possível observar 
diversas bandas, havendo já nalguns poços do gel um produto de PCR principal. 
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Figura II.4.5. Gel de 1.5% de agarose da primeira reacção de PCR da técnica de “Genome 
Walking” no sentido do N-terminal da NORB. Poços: 1. Marcador de pesos moleculares 1kB 
(Promega); 2. a 5. Reacções de PCR usando como ADN molde as livrarias genómicas das 
enzimas DraI, EcoRV, PvuII e StuI, respectivamente, 6. Controlo negativo. 
 
 
2.1.2.3. Segunda Reacção de PCR 
 
Na segunda reacção de PCR usou-se como ADN molde uma diluição de 1:50 do 
resultado da primeira reacção. Usaram-se os iniciadores NO5 e AP2 (fornecido no kit 
Clontech). 
                                                     
2 Tendo em conta a elevada Tm do NO6=80.7ºC optou-se por usar uma temperatura de 
emparelhamento inicial de 78ºC, visto que acima desta normalmente não se conseguem obter produtos de 
PCR. 
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O programa de PCR encontra-se descrito abaixo: 
Passo 1 – Desnaturação inicial da cadeia de ADN a 94ºC, durante 25 segundos. 
Passo 2 – Desnaturação a 94ºC, durante 25 segundos. 
Passo 3 – Hibridação e extensão a 78ºC3, durante 3 minutos. 
(Os passos 2 e 3 foram repetidos 7 vezes) 
Passo 4 – Desnaturação a 94ºC, durante 25 segundos. 
Passo 5 – Hibridação e extensão a 72ºC, durante 3 minutos. 
(Os passos 4 e 5 foram repetidos 20 vezes) 
Passo 6 – Amplificação final a 72ºC, durante 7 minutos. 
Passo 7 – Permanência a 4ºC em pausa. 
 
O resultado da reacção de PCR foi verificado através de uma electroforese em gel de 
agarose 1.5%, cuja fotografia se encontra na figura II.4.6. 
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Figura II.4.6. Gel de 1.5% de agarose da segunda reacção de PCR da técnica de “Genome 
Walking” no sentido do N-terminal da NORB. Poços: 1. Marcador de pesos moleculares 1kB 
(Promega); 2 a 9: reacções de PCR usando como ADN molde as primeiras reacções com as 
livrarias genómicas da enzima DraI (2 e 3), EcoRV (4 e 5), PvuII (6 e 7) e StuI (8 e 9), 10. 
Controlo negativo, 11. Controlo positivo (livraria de ADN genómico humano com iniciador 
específico fornecido no kit) 
                                                     
3 Tendo em conta a Tm do NO5=75.2ºC seguiu-se a regra geral para as temperaturas de 
emparelhamento. 
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2.1.2.4. Sequência Obtida 
 
As bandas assinaladas no gel da figura II.4.6 (pertencentes à mesma reacção), com um 
peso molecular de cerca de 600 pb, foram extraídas e o seu ADN purificado, ligado ao vector 
plasmídico e transformado em células competentes tal como anteriormente. A sequência 
determinada para o N-terminal da NORB a partir deste fragmento encontra-se na figura 
II.4.7. 
 
 
atgaaatacgaatctcaaagggtcgccatgccctacttcatctttgccctgattctgttt 
 M  K  Y  E  S  Q  R  V  A  M  P  Y  F  I  F  A  L  I  L  F  
gccggccagattgtgttcggcctgattctgggtctccagtacgttgtcggtgatttcctg 
 A  G  Q  I  V  F  G  L  I  L  G  L  Q  Y  V  V  G  D  F  L  
tttccggaaattcctttcaacgttgcgcggatggtgcataccaacctgctgattgtctgg 
 F  P  E  I  P  F  N  V  A  R  M  V  H  T  N  L  L  I  V  W  
ctgctcttcggcttcatgggcgccacctactacatggtt 
 L  L  F  G  F  M  G  A  T  Y  Y  M  V   
 
Figura II.4.7. Sequência de ADN do N-terminal da NORB de Ps. nautica com a respectiva 
sequência de aminoácidos por ela codificada, obtida através da técnica de “Genome Walking”. 
A sequência do iniciador NO5 encontra-se destacada por uma caixa. 
 
 
2.1.3. Sequenciação no sentido C-terminal de NORB 
 
2.1.3.1. Os Iniciadores 
 
Para determinar a sequência de ADN a juzante da zona conhecida, desenharam-se dois 
iniciadores na cadeia codificante:  
 
NO9    5’- ctggtacacccatggtagccagattac -3’ 
NO10 5’- atggcgcctacgtaatgattgtactga -3’ 
 
Na figura II.4.8 é possível observar a localização destes dois iniciadores na sequência de 
ADN conhecida. 
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tggctgctgttcggcttcatgggcgccacctactacatggttccggaagaagcccagacc 
 W  L  L  F  G  F  M  G  A  T  Y  Y  M  V  P  E  E  A  Q  T  
gaactgcacagccccctgctggcgtggattctgttctgggtgttcgcggcagctggcacg 
 E  L  H  S  P  L  L  A  W  I  L  F  W  V  F  A  A  A  G  T  
ctgaccatcctgggctacctgtttgtggactacgccaccttggcagaagtcaccatgaac 
 L  T  I  L  G  Y  L  F  V  D  Y  A  T  L  A  E  V  T  M  N  
aagttgctacccaccatgggccgggagttcctggagcaacccacgataaccaagatcggt 
 K  L  L  P  T  M  G  R  E  F  L  E  Q  P  T  I  T  K  I  G  
atcgccgtggtcgtggtggcgttcctctataacatcgccatgaccgcgctgaaaggccgc 
 I  A  V  V  V  V  A  F  L  Y  N  I  A  M  T  A  L  K  G  R  
aagaccgtggtcaacatcgtactgatcaccggcctggtaggcctggccgtattgtggctg 
 K  T  V  V  N  I  V  L  I  T  G  L  V  G  L  A  V  L  W  L  
ttctccttctacaaccccggcaacctggccaccgacaagtacttctggtggtttgtggtc 
 F  S  F  Y  N  P  G  N  L  A  T  D  K  Y  F  W  W  F  V  V  
cacctgtgggtagaaggcgtgtgggaactgatcatgggtgccattctggcctatgtgttg 
 H  L  W  V  E  G  V  W  E  L  I  M  G  A  I  L  A  Y  V  L  
atcaagctcacaggtgtagaccgcgaagtaatcgagaagtggctgtacgtgatcatcgcc 
 I  K  L  T  G  V  D  R  E  V  I  E  K  W  L  Y  V  I  I  A  
atggcgctgattaccggcatcatcggtaccgggcaccacttcttctggatcgggccgccc 
 M  A  L  I  T  G  I  I  G  T  G  H  H  F  F  W  I  G  P  P  
gagtactggctctggctgggttctgtgttctctgcactggaaccgcttccgttcttcatg 
 E  Y  W  L  W  L  G  S  V  F  S  A  L  E  P  L  P  F  F  M  
atggtggtcttcgccttcaacatgatcaaccgtcgccgccgcaaccacccgaacaaggcc 
 M  V  V  F  A  F  N  M  I  N  R  R  R  R  N  H  P  N  K  A  
gcgatgctgtgggccatgggtacaaccgtcatggcattcctgggcgctggcgtgtggggc 
 A  M  L  W  A  M  G  T  T  V  M  A  F  L  G  A  G  V  W  G  
 
ttcctgcacaccctggctccggtgaactggtacacccatggtagccagattaccgcagcc 
 F  L  H  T  L  A  P  V  N  W  Y  T  H  G  S  Q  I  T  A  A  
 
cacggccacatggccttctatggcgcctacgtaatgattgtactgaccatcatttcctac 
 H  G  H  M  A  F  Y  G  A  Y  V  M  I  V  L  T  I  I  S  Y  
gccatgccaatcatgcgcggtcgcccctacggcaacagcaataccgctcagattgtggaa 
 A  M  P  I  M  R  G  R  P  Y  G  N  S  N  T  A  Q  I  V  E  
atgtggggcttctggctcatg 
 M  W  G  F  W  L  M   
 
Figura II.4.8. Localização na sequência de ADN da NORB de Ps. nautica, dos iniciadores NO9 
e NO10 para a primeira e segunda reacção de PCR no sentido do C-terminal.  
 
 
2.1.3.2. Primeira Reacção de PCR 
 
Utilizaram-se as bibliotecas genómicas anteriormente construídas para a realização da 
primeira reacção de PCR com os iniciadores NO9 e AP1. 
O programa de PCR usado foi o seguinte: 
Passo 1 – Desnaturação inicial da cadeia de ADN a 94ºC, durante 25 segundos. 
Passo 2 – Desnaturação a 94ºC, durante 25 segundos. 
  ? 
NO9 
  ? 
NO10 
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Passo 3 – Hibridação e extensão a 72ºC4, durante 3 minutos. 
(Os passos 2 e 3 foram repetidos 7 vezes) 
Passo 4 – Desnaturação a 94ºC, durante 25 segundos. 
Passo 5 – Hibridação e extensão a 67ºC, durante 3 minutos. 
(Os passos 4 e 5 foram repetidos 32 vezes) 
Passo 6 – Amplificação final a 67ºC, durante 7 minutos. 
Passo 7 – Permanência a 4ºC em pausa. 
 
O resultado da reacção de PCR foi verificado através de uma electroforese em gel de 
agarose 1.5%, cuja fotografia se encontra na figura II.4.9. 
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Figura II.4.9. Gel de 1.5% de agarose da primeira reacção de PCR da técnica de “Genome 
Walking” no sentido do C-terminal da NORB. Poços: 1. Marcador de pesos moleculares 1kB 
(Promega); 2 a 5. Reacções de PCR usando como ADN molde as livrarias genómicas das 
enzimas DraI, EcoRV, PvuII e StuI, respectivamente.  
 
 
2.1.3.3. Segunda Reacção de PCR 
 
Na segunda reacção de PCR usou-se como ADN molde uma diluição de 1:50 do 
resultado da primeira reacção. Usaram-se os iniciadores NO10 e AP2. 
O programa de PCR usado encontra-se descrito abaixo: 
                                                     
4 Tendo em conta a Tm do NO9=69.5ºC seguiu-se a regra geral para as temperaturas de 
emparelhamento. 
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Passo 1 – Desnaturação inicial da cadeia de ADN a 94ºC, durante 25 segundos. 
Passo 2 – Desnaturação a 94ºC, durante 25 segundos. 
Passo 3 – Hibridação e extensão a 72ºC5, durante 3 minutos. 
(Os passos 2 e 3 foram repetidos 5 vezes) 
Passo 4 – Desnaturação a 94ºC, durante 25 segundos. 
Passo 5 – Hibridação e extensão a 67ºC, durante 3 minutos. 
(Os passos 4 e 5 foram repetidos 24 vezes) 
Passo 6 – Amplificação final a 67ºC, durante 7 minutos. 
Passo 7 – Permanência a 4ºC em pausa. 
 
O resultado da reacção de PCR foi verificado através de uma electroforese em gel de 
agarose 1.5%, cuja fotografia se encontra na figura II.4.10. 
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Figura II.4.10. Gel de 1.5% de agarose da segunda reacção de PCR da técnica de “Genome 
Walking” no sentido do C-terminal da NORB. Poços: 1. Marcador de pesos moleculares 1kB 
(Promega); 2 a 5: reacções de PCR usando como ADN molde as primeiras reacções com as 
livrarias genómicas da enzima DraI (2),  EcoRV (3), PvuII (4), StuI (5). 
 
 
 
 
                                                     
5 Tendo em conta a Tm do NO10=70.3ºC seguiu-se a regra geral para as temperaturas de 
emparelhamento.. 
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2.1.3.4. Sequência Obtida 
 
Após obtenção do produto amplificado por “Genome Walking”a partir do gel de 
agarose, seguiu-se o procedimento descrito anteriormente. A sequência determinada para o 
fragmento de ADN correspondente ao C-terminal da NORB de Ps. nautica encontra-se na 
figura II.4.11. 
 
 
tatggcgcctacgtaatgattgtactgaccatcatttcctacgccatgccaatcatgcgc 
 Y  G  A  Y  V  M  I  V  L  T  I  I  S  Y  A  M  P  I  M  R  
ggtcgcccctacggcaacagcaataccgctcagattgtggaaatgtggggcttctggctg 
 G  R  P  Y  G  N  S  N  T  A  Q  I  V  E  M  W  G  F  W  L  
atgaccatctccatggtgttcatcaccctgttcctgaccgctgccggcgtcctgcaggtt 
 M  T  I  S  M  V  F  I  T  L  F  L  T  A  A  G  V  L  Q  V  
tggctgcagcgtattccggaaagcggtgaagcgctgtccttcatggcaggccaggatcag 
 W  L  Q  R  I  P  E  S  G  E  A  L  S  F  M  A  G  Q  D  Q  
atcgccctgttctactggatgcgatttgtcgccggtgccttcttcatggccggcctggtg 
 I  A  L  F  Y  W  M  R  F  V  A  G  A  F  F  M  A  G  L  V  
gtgtacttcggtagcttctttatcaagggcgaagcgagcccggctgaggaagtccggggg 
 V  Y  F  G  S  F  F  I  K  G  E  A  S  P  A  E  E  V  R  G  
cctgccacggcagacgcctga 
 P  A  T  A  D  A  -   
 
Figura II.4.11. Fragmento da sequência de ADN da NORB de Ps. nautica com a respectiva 
sequência de aminoácidos por ela codificada, obtido através da técnica de “Genome Walking” 
no sentido do C-terminal. A sequência do iniciador NO10 encontra-se evidenciada através de 
uma caixa. Na sequência de aminoácidos (–)  significa o codão de terminação. 
 
 
2.1.4. Sequenciação da NORC 
 
Como foi referido no Capítulo 1, Parte II, o gene norC situa-se a montante do gene norB, 
pelo que o fragmento obtido na segunda reacção de PCR do “Genome Walking” no sentido 
N-terminal de NORB continha também alguma da sequência da NORC. Esta é apresentada 
na figura II.4.12.  
A NORC é uma proteína com cerca de 146 aminoácidos. Após a obtenção deste 
fragmento de 100 aminoácidos apenas ficou a faltar cerca de 32% da sua sequência. Para a 
determinação desta, seguiu-se a abordagem anterior de proceder à técnica de “Genome 
Walking” no sentido N-terminal da NORC. 
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gtggtgcgcggcaaacatctgtgggaagagaacaactgtgtcggttgtcattccatcatg 
 V  V  R  G  K  H  L  W  E  E  N  N  C  V  G  C  H  S  I  M  
ggcgaaggcgcttacttcgctcccgaactggccaacgtgtttgaccgccgtggcggcggt 
 G  E  G  A  Y  F  A  P  E  L  A  N  V  F  D  R  R  G  G  G  
gatactgaggtcttcaaggcatacatgaaagcctggatgaacgccatgcccacgaatatt 
 D  T  E  V  F  K  A  Y  M  K  A  W  M  N  A  M  P  T  N  I  
ccgggccggcgccagatgccggatttcaatctgagtgattccgaggtcgaagacctggcc 
 P  G  R  R  Q  M  P  D  F  N  L  S  D  S  E  V  E  D  L  A  
gctttcctggagtggacatccaagatcgacgacaacggttggccacccaacatcgagggg 
 A  F  L  E  W  T  S  K  I  D  D  N  G  W  P  P  N  I  E  G  
taa 
 -   
 
Figura II.4.12. Fragmento da sequência de ADN da NORC de Ps. nautica com a respectiva 
sequência de aminoácidos por ela codificada, obtido através da técnica de “Genome Walking” 
no sentido do N-terminal da NORB, com o iniciador NO5. 
 
 
Desenharam-se dois iniciadores na cadeia complementar à codificante: 
 
NO7    5’- gcgccttcgcccatgatggaatgacaa -3’ 
NO8 5’- agttgttctcttcccacagatgtttgc -3’ 
 
em que os iniciadores sintetizados são complementares e inverso da sequência de ADN que 
codifica para a proteína.  
Na figura II.4.13 é possível observar a localização destes dois iniciadores na sequência 
de ADN conhecida. 
 
 
gtggtgcgcggcaaacatctgtgggaagagaacaactgtgtcggttgtcattccatcatg 
 V  V  R  G  K  H  L  W  E  E  N  N  C  V  G  C  H  S  I  M  
ggcgaaggcgcttacttcgctcccgaactggccaacgtgtttgaccgccgtggcggcggt 
 G  E  G  A  Y  F  A  P  E  L  A  N  V  F  D  R  R  G  G  G  
gatactgaggtcttcaaggcatacatgaaagcctggatgaacgccatgcccacgaatatt 
 D  T  E  V  F  K  A  Y  M  K  A  W  M  N  A  M  P  T  N  I  
ccgggccggcgccagatgccggatttcaatctgagtgattccgaggtcgaagacctggcc 
 P  G  R  R  Q  M  P  D  F  N  L  S  D  S  E  V  E  D  L  A  
gctttcctggagtggacatccaagatcgacgacaacggttggccacccaacatcgagggg 
 A  F  L  E  W  T  S  K  I  D  D  N  G  W  P  P  N  I  E  G  
taa 
 -   
 
Figura II.4.13. Localização na sequência de ADN da NORC de Ps. nautica, dos iniciadores NO7 
e NO8 para a primeira e segunda reacção de PCR no sentido do N-terminal.  
 
  ? 
NO7 
  ? 
NO8 
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2.1.4.1. Primeira Reacção de PCR 
 
Utilizaram-se as bibliotecas genómicas anteriormente construídas para a realização da 
primeira reacção de PCR com os iniciadores NO7 e AP1. 
O programa de PCR usado foi o seguinte: 
Passo 1 – Desnaturação inicial da cadeia de ADN a 94ºC, durante 25 segundos. 
Passo 2 – Desnaturação a 94ºC, durante 25 segundos. 
Passo 3 – Hibridação e extensão a 78ºC6, durante 3 minutos. 
(Os passos 2 e 3 foram repetidos 7 vezes) 
Passo 4 – Desnaturação a 94ºC, durante 25 segundos. 
Passo 5 – Hibridação e extensão a 72ºC, durante 3 minutos. 
(Os passos 4 e 5 foram repetidos 32 vezes) 
Passo 6 – Amplificação final a 67ºC, durante 7 minutos. 
Passo 7 – Permanência a 4ºC em pausa. 
O resultado da reacção de PCR foi verificado através de uma electroforese em gel de 
agarose 1.5%, cuja fotografia se encontra na figura II.4.14. 
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Figura II.4.14. Gel de 1.5% de agarose da primeira reacção de PCR da técnica de “Genome 
Walking” no sentido do N-terminal da NORC. Poços: 1. Marcador de pesos moleculares 1kB 
(Promega); 2 a 5. Reacções de PCR usando como ADN molde as livrarias genómicas das 
enzimas DraI, EcoRV, PvuII e StuI, respectivamente.  
                                                     
6 Tendo em conta a Tm do NO7=81.3ºC usou-se uma temperatura de emparelhamento para os 
primeiros ciclos de 78ºC, visto que já se havia verificado não ser aconselhável ultrapassar aquela 
temperatura. 
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2.1.4.2. Segunda Reacção de PCR 
 
Na segunda reacção de PCR usou-se como ADN molde uma diluição de 1:50 do 
resultado da primeira reacção. Usaram-se os iniciadores NO8 e AP2. 
O programa de PCR usado encontra-se descrito abaixo: 
Passo 1 – Desnaturação inicial da cadeia de ADN a 94ºC, durante 25 segundos. 
Passo 2 – Desnaturação a 94ºC, durante 25 segundos. 
Passo 3 – Hibridação e extensão a 72ºC7, durante 3 minutos. 
(Os passos 2 e 3 foram repetidos 5 vezes) 
Passo 4 – Desnaturação a 94ºC, durante 25 segundos. 
Passo 5 – Hibridação e extensão a 67ºC, durante 3 minutos. 
(Os passos 4 e 5 foram repetidos 24 vezes) 
Passo 6 – Amplificação final a 67ºC, durante 7 minutos. 
Passo 7 – Permanência a 4ºC em pausa. 
 
O resultado da reacção de PCR foi verificado através de uma electroforese em gel de 
agarose 1.5%, cuja fotografia se encontra na figura II.4.15. 
 
 
1000
750
500
250
1 2 3 4 5
bp
 
Figura II.4.15. Gel de 1.5% de agarose da segunda reacção de PCR da técnica de “Genome 
Walking” no sentido do N-terminal da NORC. Poços: 1. Marcador de pesos moleculares 1kB 
(Promega); 2 a 5: reacções de PCR usando como ADN molde as primeiras reacções com as 
livrarias genómicas da enzima DraI (2),  EcoRV (3), PvuII (4), StuI (5). 
 
                                                     
7 Tendo em conta a Tm do NO8=69.8ºC seguiu-se a regra geral para as temperaturas de 
emparelhamento. 
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2.1.3.4. Sequência Obtida 
 
Após obtenção do produto amplificado por “Genome Walking”a partir do gel de 
agarose, seguiu-se o procedimento descrito anteriormente. A sequência determinada para o 
fragmento de ADN correspondente ao N-terminal da NORC de Ps. nautica encontra-se na 
figura II.4.16. 
 
 
atggccgagcgctttaccaaaagcatggccaggaacatatatctggggggaagtgccttc 
 M  A  E  R  F  T  K  S  M  A  R  N  I  Y  L  G  G  S  A  F  
ttcgtcctgctgttcctggccctgacttttgacactcagctgcgtgctatgcccgagcgg 
 F  V  L  L  F  L  A  L  T  F  D  T  Q  L  R  A  M  P  E  R  
gataaccgcgacgagctcaccgaacaggtggtgcgcggcaaacatctgtgggaagagaac 
 D  N  R  D  E  L  T  E  Q  V  V  R  G  K  H  L  W  E  E  N  
aac 
 N   
 
Figura II.4.16. Fragmento da sequência de ADN da NORC de Ps. nautica com a respectiva 
sequência de aminoácidos por ela codificada, obtido através da técnica de “Genome Walking” 
no sentido do N-terminal. A sequência do iniciador NO8 encontra-se evidenciada através de 
uma caixa. 
 
 
3. Sequência da Redutase do Óxido Nítrico de Pseudomonas nautica 
 
Através da técnica de “Gemone Walking” em ambos os sentidos em relação à sequência 
de ADN inicialmente conhecida conseguiu-se obter a totalidade das sequências de ADN dos 
genes norB e norC de Ps. nautica. A sequência da NORB é apresentada na figura II.4.17 e a da 
NORC na figura II.4.18.  
Na figura II.4.19 compara-se a sequência da NORC de Ps. nautica com a das outras 
NORC’s conhecidas, e na figura II.4.20 procede-se à mesma comparação para a NORB. 
Através dessa comparação pode verifica-se a grande homologia entre a NOR de Ps. nautica e 
as restantes cNOR´s. 
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atgaaatacgaatctcaaagggtcgccatgccctacttcatctttgccctgattctgttt 
 M  K  Y  E  S  Q  R  V  A  M  P  Y  F  I  F  A  L  I  L  F  
gccggccagattgtgttcggcctgattctgggtctccagtacgttgtcggtgatttcctg 
 A  G  Q  I  V  F  G  L  I  L  G  L  Q  Y  V  V  G  D  F  L  
tttccggaaattcctttcaacgttgcgcggatggtgcataccaacctgctgattgtctgg 
 F  P  E  I  P  F  N  V  A  R  M  V  H  T  N  L  L  I  V  W  
ctgctgttcggcttcatgggcgccacctactacatggttccggaagaagcccagaccgaa 
 L  L  F  G  F  M  G  A  T  Y  Y  M  V  P  E  E  A  Q  T  E  
ctgcacagccccctgctggcgtggattctgttctgggtgttcgcggcagctggcacgctg 
 L  H  S  P  L  L  A  W  I  L  F  W  V  F  A  A  A  G  T  L  
accatcctgggctacctgtttgtggactacgccaccttggcagaagtcaccatgaacaag 
 T  I  L  G  Y  L  F  V  D  Y  A  T  L  A  E  V  T  M  N  K  
ttgctacccaccatgggccgggagttcctggagcaacccacgataaccaagatcggtatc 
 L  L  P  T  M  G  R  E  F  L  E  Q  P  T  I  T  K  I  G  I  
gccgtggtcgtggtggcgttcctctataacatcgccatgaccgcgctgaaaggccgcaag 
 A  V  V  V  V  A  F  L  Y  N  I  A  M  T  A  L  K  G  R  K  
accgtggtcaacatcgtactgatcaccggcctggtaggcctggccgtattgtggctgttc 
 T  V  V  N  I  V  L  I  T  G  L  V  G  L  A  V  L  W  L  F  
tccttctacaaccccggcaacctggccaccgacaagtacttctggtggtttgtggtccac 
 S  F  Y  N  P  G  N  L  A  T  D  K  Y  F  W  W  F  V  V  H  
ctgtgggtagaaggcgtgtgggaactgatcatgggtgccattctggcctatgtgttgatc 
 L  W  V  E  G  V  W  E  L  I  M  G  A  I  L  A  Y  V  L  I  
aagctcacaggtgtagaccgcgaagtaatcgagaagtggctgtacgtgatcatcgccatg 
 K  L  T  G  V  D  R  E  V  I  E  K  W  L  Y  V  I  I  A  M  
gcgctgattaccggcatcatcggtaccgggcaccacttcttctggatcgggccgcccgag 
 A  L  I  T  G  I  I  G  T  G  H  H  F  F  W  I  G  P  P  E  
tactggctctggctgggttctgtgttctctgcactggaaccgcttccgttcttcatgatg 
 Y  W  L  W  L  G  S  V  F  S  A  L  E  P  L  P  F  F  M  M  
gtggtcttcgccttcaacatgatcaaccgtcgccgccgcaaccacccgaacaaggccgcg 
 V  V  F  A  F  N  M  I  N  R  R  R  R  N  H  P  N  K  A  A  
atgctgtgggccatgggtacaaccgtcatggcattcctgggcgctggcgtgtggggcttc 
 M  L  W  A  M  G  T  T  V  M  A  F  L  G  A  G  V  W  G  F  
ctgcacaccctggctccggtgaactggtacacccatggtagccagattaccgcagcccac 
 L  H  T  L  A  P  V  N  W  Y  T  H  G  S  Q  I  T  A  A  H  
ggccacatggccttctatggcgcctacgtaatgattgtactgaccatcatttcctacgcc 
 G  H  M  A  F  Y  G  A  Y  V  M  I  V  L  T  I  I  S  Y  A  
atgccaatcatgcgcggtcgcccctacggcaacagcaataccgctcagattgtggaaatg 
 M  P  I  M  R  G  R  P  Y  G  N  S  N  T  A  Q  I  V  E  M  
tggggcttctggctcatgaccatctccatggtgttcatcaccctgttcctgaccgctgcc 
 W  G  F  W  L  M  T  I  S  M  V  F  I  T  L  F  L  T  A  A  
ggcgtcctgcaggtttggctgcagcgtattccggaaagcggtgaagcgctgtccttcatg 
 G  V  L  Q  V  W  L  Q  R  I  P  E  S  G  E  A  L  S  F  M  
gcaggccaggatcagatcgccctgttctactggatgcgatttgtcgccggtgccttcttc 
 A  G  Q  D  Q  I  A  L  F  Y  W  M  R  F  V  A  G  A  F  F  
atggccggcctggtggtgtacttcggtagcttctttatcaagggcgaagcgagcccggct 
 M  A  G  L  V  V  Y  F  G  S  F  F  I  K  G  E  A  S  P  A  
gaggaagtccgggggcctgccacggcagacgcctga 
 E  E  V  R  G  P  A  T  A  D  A  -   
 
Figura II.4.17. Sequência total de ADN da NORB de Ps. nautica com os respectivos 
aminoácidos codificados por baixo de cada codão. 
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atggccgagcgctttaccaaaagcatggccaggaacatatatctggggggaagtgccttc 
 M  A  E  R  F  T  K  S  M  A  R  N  I  Y  L  G  G  S  A  F  
ttcgtcctgctgttcctggccctgacttttgacactcagctgcgtgctatgcccgagcgg 
 F  V  L  L  F  L  A  L  T  F  D  T  Q  L  R  A  M  P  E  R  
gataaccgcgacgagctcaccgaacaggtggtgcgcggcaaacatctgtgggaagagaac 
 D  N  R  D  E  L  T  E  Q  V  V  R  G  K  H  L  W  E  E  N  
aactgtgtcggttgtcattccatcaggggcgaaggcgcttacttcgctcccgaactggcc 
 N  C  V  G  C  H  S  I  R  G  E  G  A  Y  F  A  P  E  L  A  
aacgtgtttgaccgccgtggcggcggtgatactgaggtcttcaaggcatacatgaaagcc 
 N  V  F  D  R  R  G  G  G  D  T  E  V  F  K  A  Y  M  K  A  
tggatgaacgccatgcccacgaatattccgggccggcgccagatgccggatttcaatctg 
 W  M  N  A  M  P  T  N  I  P  G  R  R  Q  M  P  D  F  N  L  
agtgattccgaggtcgaagacctggccgctttcctggagtggacatccaagatcgacgac 
S  D  S  E  V  E  D  L  A  A  F  L  E  W  T  S  K  I  D  D  
aacggttggccacccaacatcgaggggtaa 
 N  G  W  P  P  N  I  E  G  -   
 
Figura II.4.18. Sequência total de ADN da NORC de Ps. nautica com os respectivos 
aminoácidos codificados por baixo de cada codão. 
 
 
 
Figura II.4.19. Comparação das sequências de aminoácidos das NORC de Ps. nautica, Ps. 
aeruginosa [1], Ps. stutzeri [2], Pa. denitrificans [3]  e Pa. halodenitrificans [4]. 
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Figura II.4.20. Comparação das sequências de aminoácidos das NORB de Ps. nautica, Ps. 
stutzeri [2], Ps. aeruginosa [1], Pa. denitrificans [3]  e Pa. halodenitrificans [4]. 
 
 
A comparação das sequências da figura II.4.20 permite-nos verificar quais são as 
histidinas conservadas que se supõe serem ligandos dos hemos e do ferro não hémico e bem 
como os resíduos de ácido glutâmico conservados. Na NOR de Ps. nautica, as histidinas 53 e 
342, deverão ocupar a posição de coordenação axial do hemo b em configuração de spin 
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baixo, enquanto que a histidina 340, é o deverá ser o ligando do hemo b3 no estado reduzido. 
O FeB deverá ter como ligandos as histidinas 200, 251 e 252. Existem diversos resíduos de 
ácido glutâmico conservados nas NOR´s que não o são nas oxidases terminais HCO. Para 
dois destes resíduos, E 131 e E 204 (em Ps. stutzeri), foi verificado por mutagénese na NOR de 
Pa. denitrificans a sua importância fundamental na catálise. Foi proposto que estes 
participassem na recepção de protões ou na química do NO no sítio activo da enzima, no 
entanto o seu papel é ainda incerto [5]. 
 
A partir das sequências de aminoácidos das duas subunidades na NOR de Ps. nautica, 
pode-se calcular a sua massa molecular. O valor obtido para a massa molecular da NORC de 
17 589.63 Da, tendo em conta a existência de um hemo do tipo c, é bastante semelhante ao 
resultado da espectrometria de massa, 17 430 Da, apresentado no Capítulo 3. O valor obtido 
para a massa molecular apoproteína da NORB foi de 53 096 Da, e 54 381 Da assumindo a 
presença de dois hemos b e de um ferro não hémico. A massa molecular da NOR com uma 
constituição αβ é de 71 811 Da. 
 
 
4. Modelo da Estrutura Tridimensional da NORB de Ps. nautica 
 
Após determinação da sequência de aminoácidos na NORB de Ps. nautica e tendo em 
conta a semelhança do modelo topológico proposto para a NORB de Ps. stutzeri com as 
oxidases do citocromo c da família das oxidases hemo-cobre, foi possível usar as estruturas 
tridimensionais obtidas por Cristalografia de Raios-X de duas destas oxidases, a de R. 
sphaeroides e a de Pa. denitrificans para produção de um modelo da estrutura da subunidade 
NORB de Ps. nautica. O modelo foi realizado no programa Swiss-PdbViewer. As estruturas 
das duas oxidases foram usadas como modelo ao qual se ajustou a sequência de aminoácidos 
da subunidade NORB. O alinhamento foi optimizado para corrigir os erros introduzidos 
pelo programa e o projecto foi submetido ao SWISS-MODEL [6-8] para construção do 
modelo. O resultado obtido foi ainda optimizado em termos de energia e de cadeias laterais 
que se encontravam sobrepostas. O resultado é apresentado nas figuras II.4.21 (vista de topo) 
e II.4.22 (vista de lado).  
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Figura II.4.21. Modelo da estrutura tridimensional da subunidade NORB de Ps. nautica, obtido 
do programa SWISS-MODEL [6-8]. Vista de topo. 
 
 
 
Figura II.4.21. Modelo da estrutura tridimensional da subunidade NORB de Ps. nautica, obtido 
do programa SWISS-MODEL [6-8]. Vista de lado. 
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Tendo em conta a homologia de apenas 10% entre as oxidases do citocromo c que 
serviram de modelo e a NORB de Ps. nautica, o modelo aqui apresentado é apenas um 
“rascunho” do que será a estrutura tridimensional desta subunidade da proteína, este serve 
o intuito de observar as zonas de estrutura secundária em hélice-α transmembranares (12 tal 
como no modelo da NORB de Ps. stutzeri). Nas figuras II.4.21 e II.4.22 apenas se apresenta a 
cadeia principal da proteína, visto que será nas cadeias laterais que o modelo deverá 
apresentar mais falhas. 
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1. Integração do Resultados e Perspectivas Futuras 
 
A redutase do óxido nítrico isolada a partir da bactéria Pseudomonas nautica pertence à 
classe das cNOR’s. Os resultados dos presentes estudos confirmam a estequiometria dos 
cofactores anteriormente sugerida para as restantes três cNOR’s isoladas até à data de 1 
hemo c : 2 hemos b : 1 Ferro não hémico. Um dos hemos b e o hemo c apresentam uma 
configuração de spin baixo. No entanto, a presença de um hemo b em configuração de spin 
alto apenas pôde ser inferida através de um conjunto de sinais, pouco representativos em 
termos do número de spins totais, no espectro de RPE da NOR no seu estado nativo. No 
espectro de UV/visível do estado nativo da NOR de Ps. nautica a banda de fraca intensidade 
a 595 nm, que foi tomada como sendo indicativa da presença de um hemo b em configuração 
de spin alto nas restantes NOR’s, não foi observada, mesmo quando se oxidou a amostra 
com ferricianeto. 
O modelo catalítico proposto por Moënne-Loccoz [1, 2] em que no estado oxidado os 
dois átomos de ferro do centro catalítico se encontram acoplados através de uma ponte µ-oxo 
explica o facto de ambos não serem observados através de espectroscopia de RPE. No 
entanto a repetida quebra e formação de uma ligação covalente entre a histidina e o hemo b3 
ao longo do ciclo catalítico parece pouco provável. De acordo com o espectro de RPE da 
NOR reduzida com ascorbato de sódio e DAD esta parece ser a forma reduzida em três 
electrões que se pensa ser a forma activa da enzima [3]. No entanto, o facto de não se 
observar um aumento da intensidade dos sinais a campo baixo correspondentes ao sistema 
de spin alto, parece indicar que alguma parte do hemo b3 se encontra reduzida ou que não 
houve quebra de acoplamento como seria de esperar através do modelo.  
Estudos recentes em que se pensa ter quebrado a ponte µ-oxo da forma oxidada da 
NOR de Pa. denitrificans por diminuição do pH, permitiram verificar um aumento, no 
espectro de RPE do sinal do sistema de spin alto, sem que houvesse um correspondente 
aparecimento de um sinal correspondente ao ferro não hémico. Estes resultados não são 
explicados pelo modelo vigente. Vários estudos deverão ainda ser conduzidos para que se 
possa compreender melhor o mecanismo catalítico e a estrutura do centro activo das 
redutases do óxido nítrico. 
Os resultados dos estudos através de espectroscopia de RPE da NOR incubada com o 
seu substrato permitem verificar a existência de uma espécie hémica pentacoordenada ligada 
a NO e outra hexacoordenada. Embora estas possam corresponder a um estado inactivo da 
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enzima, podem também indicar que o modelo para o mecanismo catalítico em que a ligação 
do hemo à histidina é quebrada com a ligação de uma molécula de NO na outra posição de 
coordenação axial do hemo poderá não ser correcto. O aparecimento de um sinal de Ferro 
não hémico ligado ao NO apenas na preparação em que a enzima foi incubada com excesso 
de NO a partir de uma mistura gasosa pode significar que apenas neste caso se estaria 
perante uma forma inactiva da enzima podendo as restantes amostras (em que se produziu 
NO in sito) corresponder a um intermediário do ciclo catalítico.  
No entanto, os dados disponíveis até ao momento não nos permitem mais do que 
especular. Será importante prosseguir os estudos de RPE recorrendo à técnica de “rapid freeze 
quench” com o intuito de estudar os intermediários da reacção. Para verificação do modelo de 
mecanismo catalítico proposto e configuração do centro activo nos estados oxidado e 
reduzido da enzima, será essencial recorrer à técnica de Mössbauer que permite, ao contrário 
da espectroscopia de RPE observar os sinais correspondentes a todos os átomos de ferro 
presentes na amostra, independentemente do seu estado de spin. A determinação da 
estrutura tridimensional por Cristalografia de Raios-X será de importância fundamental na 
confirmação do modelo topológico até à data proposto para a enzima e verificação da 
configuração do centro activo. 
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A.1. Crescimentos da Bactéria Pseudomonas stutzeri ATCC 11607 
 
A.1.1. Meio de Cultura para Ps. stutzeri ATCC 11607 
 
O meio optimizado para os crescimentos de Ps. stutzeri apresenta a composição 
indicada na tabela A.1. 
 
 
Tabela A.1. Composição do meio de cultura para o crescimento da bactéria Ps. stutzeri ATCC 11607 
 
Reagente Quantidade para 1 litro de meio 
NaCl 5 g 
MgSO4?7H2O 12.3 g 
KCl 0.75 g 
Tris 6.05 g 
NH4Cl 1 g 
CaCl2 1.49 g 
Extracto de Levedura 1 g 
Citrato 15 g 
 
 
Prepara-se o meio, acerta-se o valor de pH para 7 e autoclava-se. As soluções da tabela 
A.2. são preparadas e autoclavadas separadamente, só então sendo adicionadas ao meio de 
cultura, de acordo com as quantidades indicadas na tabela A.2. A composição da solução de 
oligoelementos encontra-se na tabela A.3. 
 
 
Tabela A.2. Soluções para suplementar o meio de cultura para o crescimento de Ps. stutzeri  
 
Solução Para 1 litro de meio de cultura 
FeSO4? 7H2O (1 mg /ml)1 1 ml 
K2HPO4? 3H2O  (1.86 % (p/v)) 2 ml 
Oligoelementos (tabela A.3) 0.2 ml 
                                                     
1 Adicionar 2 a 3 gotas de ácido sulfúrico a esta solução. 
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Tabela A.3. Composição da solução de oligoelementos (Solução de Starkey)[1] 
 
Reagente Quantidade para 1 litro de solução 
FeSO4?7H2O 6.2 g 
ZnSO4?7H2O 1.44 g 
MgSO4?4H2O 1.12 g 
CuSO4?5H2O 0.25 g 
CoSO4?7H2O 0.9 g 
BO3H3 0.06 g 
Mo7(NH4)6O24?4H2O 1 g 
Ni(NO3)3?6H2O 0.04 g 
Na2SeO3 0.02 g 
HCl concentrado 51.4 ml 
 
 
A.1.2. Crescimentos em Balão Erlenmeyer 
 
Os crescimentos em balão Erlemeyer tiveram o objectivo de escolher a melhor fonte de 
carbono e energia para o crescimento de Ps. stutzeri. Assim, utilizou-se o meio mineral da 
tabela A.1, substituíndo apenas o citrato por outras fontes de carbono com diferentes 
concentrações. As densidades ópticas medidas a 625 nm para cada balão são apresentadas 
nas tabelas A.4, A.5 e A.6 
 
 
Tabela A.4. Densidades ópticas medidas ao longo do tempo para os balões A a H. 
 
Balão A B C D E F G H 
Ferro + +   + +   
[Citrato] (g/l) 5 5 5 5 13 13 13 13 
Tempo (h) DO 625 nm 
0 0.02 0.02 0.02 0.02 0.01 0.02 0.02 0.02 
3 0.08 0.06 0.06 0.05 0.06 0.06 0.06 0.06 
19.8 1.38 1.41 1.51 1.42 1.78 1.98 1.94 1.77 
23.6 1.26 1.39 1.36 1.34 1.96 2.16 2.05 1.97 
25.8 1.33 1.34 1.34 1.38 2.32 2.18 2.04 2.07 
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Tabela A.5. Densidades ópticas medidas ao longo do tempo para os balões I a P. 
 
Balão I J K L M N O P 
Ferro + +   + +   
[Lactato] (g/l) 5 5 5 5 13 13 13 13 
Tempo (h) DO 625 nm 
0.0 0.01 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 
2.7 0.02 0.02 0.04 0.03 0.01 0.01 0.01 0.01 
4.6 0.03 0.02 0.10 0.10 0.01 0.01 0.01 0.01 
6.3 0.05 0.03 0.27 0.25 0.01 0.02 0.01 0.02 
7.8 0.07 0.06 0.56 0.54 0.01 0.01 0.01 0.01 
24.0 1.95 1.97 2.03 2.20 0.01 0.01 0.01 0.01 
25.5 1.98 1.99 2.06 2.25 0.01 0.01 0.01 0.01 
 
 
Tabela A.6. Densidades ópticas medidas ao longo do tempo para os balões Q a Z. 
 
Balão A B C D E F G H 
Ferro + +       
Nutriente Citrato Citrato Citrato Citrato Dextrose Dextrose Acetato Acetato 
Concentração 
(g/l) 15 15 15 15 10 10 10 10 
Tempo (h) DO 625 nm 
0 0.02 0.02 0.02 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 
2 0.02 0.02 0.03 0.02 0.03 0.03 0.01 0.01 
4 0.05 0.06 0.09 0.04 0.07 0.07 0.02 0.02 
6 0.10 0.12 0.12 0.08 0.15 0.15 0.01 0.01 
8 0.21 0.34 0.29 0.20 0.34 0.36 0.01 0.01 
24.8 2.00 2.25 2.37 2.02 1.50 1.37 0.01 0.01 
26.1 2.13 2.30 2.48 2.07 1.57 1.45 0.01 0.01 
 
 
A.1.3. Condições de Crescimento em Fermentador 
 
A bactéria Ps. stutzeri ATCC 11607 foi crescida a 30ºC durante cerca de 22 horas e meia, 
num reactor Biolafitte (Poissy, França) com um volume total de 50 litros e um volume de 
trabalho de 30 litros de meio de cultura. A taxa de arejamento foi de 0.2 vvm (volume de ar 
por volume de meio, por minuto) e a velocidade de agitação 150 rpm (utilizando turbinas de 
Rushton). Para monitorizar o pH usou-se um eléctrodo de pH Mettler Toledo (Greifensee) e 
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para medir o oxigénio dissolvido no meio usou-se uma sonda de oxigénio galvânica 
(Biolafitte).  
O meio de cultura para os inóculos e fermentador já foi descrito acima, na secção A.1.1. 
A bactéria Ps. stutzeri ATCC 11607 foi mantida em rampas de meio Nutrient Agar (Difco). 
Para o pré-inóculo preparam-se dois balões Erlenmeyer de 500 ml com 150 ml de meio de 
cultura, que foram inoculados a partir das rampas. Foram incubados a 30ºC durante cerca de 
24 horas, numa incubadora orbital a 150 rpm (Infors). Para o inóculo prepararam-se 2 balões 
Erlenmeyer de 5 l com 1.5 l de meio de cultura. Cada um destes balões foi inoculado por 
adição de 150 ml de pré-inóculo, e incubado nas mesmas condições durante cerca de 24 
horas. 
O reactor, por sua vez foi inoculado com o volume dos balões do inóculo (3 ll). As 
células foram recolhidas no início da fase estacionária, antes que o nível de oxigénio 
dissolvido no meio subisse para valores detectáveis pelo medidor de oxigénio. 
 
 
A.2. Crescimento da Bactéria Pseudomonas náutica 617 e Obtenção 
das Membranas Celulares 
 
A bactéria Ps. nautica 617 (Colecção do Instituto Pasteur, referência Ps. nautica no. 
617/1.85) foi crescida em condições desnitrificantes, a 30ºC em reactores de 200 litros, com 10 
mM de nitrato como aceitador electrónico. A composição do meio de cultura encontra-se na 
tabela A.7. 
 
 
Tabela A.7. Composição do meio de cultura para o crescimento da bactéria Ps. nautica 617 
 
Reagente Quantidade para 1 litro de meio 
NaCl 11.7 g 
MgSO4?7H2O 12.3 g 
KCl 0.75 g 
Tris 6.05 g 
NH4Cl 3 g 
CaCl2 1.49 g 
Extracto de Levedura 1 g 
Lactato 10 g 
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Após preparação do meio, o pH foi ajustado a 7.5 com 10 M HCl, esterilizado e 
suplementado com a solução de oligoelementos anteriormente apresentada na tabela A.3 e 
com as soluções de FeSO4 e K2HPO4 nas proporções indicadas na tabela A8. 
 
 
Tabela A.8. Soluções para suplementar o meio de cultura para o crescimento de Ps. nautica 
 
Solução Para 1 litro de meio de cultura 
FeSO4? 7H2O (1 mg /ml)2 2 ml 
K2HPO4? 3H2O  (1.86 % (p/v)) 4 ml 
Oligoelementos (tabela A.3) 0.2 ml 
 
 
As células foram recolhidas por centrifugação, no final da fase estacionária. O 
rendimento em peso húmido foi de cerca de 1g de células por litro de meio de cultura.  
As células foram ressuspendidas em tampão 100 mM Tris-HCl pH=7 e partidas numa 
French Press. O extracto foi centrifugado a 8 000×g durante 20 minutos para separar a células 
inteiras e só então ultracentrifugado duas vezes a 125 000×g durante 1 hora para separar as 
membranas celulares do extracto solúvel. As membranas foram guardadas a –70ºC. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                     
2 Adicionar 2 a 3 gotas de ácido sulfúrico a esta solução. 
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B.1. Preparação de Esferoplastos a partir de Células de Ps. stutzeri 
ATCC 11607 
 
A parede de peptidoglicano que envolve as células bacterianas pode ser destruída por 
acção da lisozima, uma enzima presente na saliva, lágrimas e clara do ovo. A lisozima 
hidroliza o peptidoglicano quebrando as ligações glicosídicas, o que enfraquece a parede 
celular. Desta forma, a água entra na célula, provocando um aumento de volume que 
eventualmente dará origem à lise celular. No entanto, se o meio exterior apresentar uma 
concentração elevada de um soluto que não consiga penetrar a célula (de forma a 
contrabalançar as concentrações intracelulares de solutos), como é o caso da sacarose, a lise 
celular não ocorre e formam-se esferoplastos [1]. Estes são estruturas esféricas envolvidas 
pela membrana celular, sem parede membranar e sem periplasma, o qual foi libertado para o 
meio.  
Para destruir a parede de peptidoglicano, adiciona-se além da lisozima, EDTA, um 
agente quelante que se liga aos iões de cálcio e magnésio, presentes na parede celular como 
forma de estabilização.  
 
 
Tabela B.1. Soluções para a formação de Esferoplastos 
 
Solução  
Quantidade para 100 g de 
células 
Tampão 10 mM Fosfato de sódio pH=7 100 ml 
1 M Sacarose  500 ml 
Tampão 1M Tris-HCl  pH=8 40 ml 
0.1 M EDTA pH=7 40 ml 
Lisozima (4 mg/ml) 120 ml 
0.1 M MgCl2  100 ml 
 
 
O procedimento experimental para a formação de esferoplastos a partir de 100 gramas 
de células de Ps. stutzeri ATCC 11607 é o seguinte [2, 3]: 
1. Ressuspender as células no mesmo volume de Tampão 10 mM fosfato, pH=7. Usar 
um homogeneizador (Potter). 
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2. Misturar as soluções de sacarose, Tris-HCl, EDTA e lisozima nas quantidades 
indicadas na tabela B.1. Adicionar as células a esta mistura num fio contínuo, sob agitação. 
3. Após 2 minutos de incubação adicionar 100 ml de MgCl2. Incubar a 30ºC durante 30 
minutos 
4. Se a mistura estiver muito viscosa adicionar 45 mg de DNAse e homogeneizar 
novamente com o Potter. 
5. Centrifugar a 15 000×g, durante 30 minutos, a 4ºC. 
 
 
B.2. Electroforese em Gel de Poliacrilamida Desnaturante 
 
A electroforese em gel de poliacrilamida em condições desnaturantes (SDS-PAGE) é 
usada como forma de verificar quais as proteínas presentes em cada fracção ao longo da 
purificação, bem como o grau de pureza de uma amostra ou a sua composição em 
subunidades. Esta técnica foi realizada de acordo com o método de Laemmli [4] modificado 
[5]. 
Os géis foram corados de duas formas diferentes:  
• Com azul brilhante de Coomassie R-250 (2.0 g/l em 45%de metanol e 10% de ácido 
acético) para detectar todas as proteínas presentes.  
• Com o método de Goodhew et al. [6] para detectar selectivamente apenas as bandas 
contendo hemos. 
 
 
B.2.1. Coloração de Géis para Detecção de Hemos 
 
O método de coloração para géis descrito por Goodhew et al. [6] tira partido da 
actividade peroxidática inerente a todos os hemos. No entanto, é selectivo para subunidades 
proteicas contendo hemos do tipo c, pois estes são os únicos que continuam associados à 
proteína durante a electroforese em condições desnaturantes. Para a obtenção de cor usa-se 
2,4,6-tripiridil-s-triazina (TMBZ), reagente que ao ser oxidado pelo hemo durante a reacção 
peroxidática dá origem a um precipitado insolúvel de cor azul. O método usado encontra-se 
descrito abaixo e apresenta algumas alterações em relação ao original. 
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Método para coloração de géis de poliacrilamida para detecção de hemos: 
As soluções a preparar encontram-se na tabela B.2. 
1. Os géis são polimerizados da forma usual, mas devem ser deixados a repousar, de 
preferência uma noite. Nos géis corridos imediatamente após a polimerização, o 
desenvolvimento de cor é mais fraco.  
2. As amostras são fervidas como habitualmente, mas o tampão usado para a sua 
preparação não deve conter agentes redutores como DTT ou β-mercaptoetanol. A adição 
destes agentes pode interferir na reacção levando a uma fraca coloração.  
3. Finalizada a electroforese, deixar o gel na solução III, ao abrigo da luz e com agitação 
durante 30 minutos. 
4. Adicionar 300 µl de H2O2 a 30%. Agitar durante 10 minutos. 
5. Lavar duas vezes com a solução IV. 
 
 
Tabela B.2. Soluções para o método de coloração de hemos 
 
Solução Reagente Preparação 
I 4.17 mM TMBZ  30 mg TMBZ em 30 ml de Metanol. Preparar sempre esta 
solução de fresco. Manter o TMBZ ao abrigo da luz. 
II 0.25 M Acetato de Sódio  17.01 g de CH3COONa?3H2O em 500 ml de H2O. Acertar o 
pH para 5 com ácido acético. 
III Solução de coloração Misturar 30 ml da solução I com 70 ml da solução II. 
IV Solução de lavagem Misturar 70 ml da solução II com 30 ml de propanol 
 
 
B.3. Electroforese de Proteínas Membranares 
 
Os géis de SDS-PAGE da NOR de Ps. nautica, realizados através do método de Laemmli 
modificado, apresentavam bandas bastante difusas e alargadas e uma separação não muito 
eficaz. Houve, assim, necessidade de recorrer a outro método, o sistema Tricina-SDS-PAGE, 
desenvolvido por Schagger e von Jagow [7]. Este método apresenta a vantagem de se obter o 
mesmo grau de separação que o método de Laemmli com menores concentrações de 
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acrilamida. No entanto, apenas deve ser usado para separar proteínas até um limite máximo 
de 100 kDa. 
A técnica consiste numa adaptação do método de Laemmli [4] em que se usa Tricina 
em vez de Glicina no tampão de corrida e em que as amostras são incubadas a 40ºC em vez 
de fervidas. Esta última modificação melhora consideravelmente a resolução das bandas. A 
incubação a temperaturas superiores a 50ºC pode levar a agregação e perda completa de 
algumas proteínas membranares das amostras. 
 
 
Tabela B.3. Soluções “stock” para a electroforese de proteínas membranares 
 
Solução Reagente Quantidades Observações 
I -Acrilamida/Bisacrilamida  
(49.5% T, 3%C) 
Acrilamida 
Bisacrilamida 
H2O 
48 g 
1.5g 
até 100 ml 
 
II – Tampão do Gel  3 M Tris Base  
0.3 % SDS  
H2O 
36.34 g 
0.3 g 
até 100 ml 
Ajustar o pH para 8.45 
com HCl 
III – Persulfato de Amónia 10% Persulfato        
de Amónia  
H2O 
 
100 mg 
até 10 ml 
Dividir em alíquotas 
de 1 ml e congelar 
IV – Tampão do Cátodo 1 M Tris Base  
1 M Tricina  
1 % SDS  
H2O 
121.2 g 
179.2 g 
10 g 
até 1000 ml 
pH=8.45 sem ajustar 
Diluir 1:10 antes de 
usar 
V – Tampão do Ânodo 1 M Tris Base  
H2O 
121.2 g 
até 1000 ml 
Ajustar o pH para 8.9 
com HCl 
Diluir 1:10 antes de 
usar 
VI – Tampão para as 
Amostras 
12 % SDS (p/v) 
6% (v/v)                    
β - Mercaptoetanol  
30 % (p/v) Glicerol  
0.05 % Serva Blue G  
0.15 M Tris Base  
 
H2O 
1.2 g 
 
600 µl 
3 g 
5 mg 
1.5 ml de Tris-HCl 
1M, pH=7 
até 10 ml 
Usa-se para amostras 
de baixa densidade. 
Para amostras de alta 
densidade diluir para 
¼. No caso de o gel ser 
corado para hemos 
usar água em vez que 
β- mercaptoetanol.  
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Tabela B.4. Volumes necessários à preparação de um gel de Tricina SDS-PAGE 
 
Gel de Separação 
(volumes) Solução Stock 
10% T, 3% C1 16% T, 3% C
1 
Gel de Concentração 
(volumes) 
4% 
I 1 ml 1.67 ml 166 µl 
II 1.67 ml 1.67 ml 500 µl 
Glicerol 400 µl 400 µl  
H2O 1.930 ml 1.260 ml 1.334 ml 
III 25 µl 17 µl 15 µl 
TEMED 2.5 µl 1.7 µl 1.5 µl 
 
 
As soluções “stock” usadas são apresentadas na tabela B.3. e os volumes necessários à 
preparação de um gel de 7×10 cm, com 0.75 mm de espessura (tina da Bio-Rad Mini-protean 
II– Mini Gel), vêm na tabela B.4. 
 
As amostras são preparadas por adição do tampão das amostras, de forma a que este 
represente ¼ do volume final, e incubadas durante 30 minutos a 40ºC.  
Depois de o gel se encontrar polimerizado, aplicam-se as amostras nos poços e corre-se 
o gel a corrente constante. A corrente aplicada inicialmente é de 35 mA durante 45 minutos, 
aumentando-se depois para 70 mA durante mais 45 minutos.  
 
 
B.4. Espectroscopia de Emissão Atómica por Plasma Induzido 
 
Os conteúdos em cálcio e ferro foram determinados por espectroscopia de emissão 
atómica por plasma induzido, num aparelho Jobin-Yvon, modelo Ultima equipado também 
                                                     
1  %T significa a percentagem total de acrilamida e bisacrilamida sendo obtida através da seguinte 
equação: 100
V
ba%T ×+= . % C significa a percentagem de bisacrilamida em relação ao total e é obtido 
através da seguinte equação: 100
ba
a%C ×+=  . Sendo a a quantidade de acrilamida, b a quantidade de 
bisacrilamida e V o volume em ml 
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com um gerador RF de 40.68 MHz e um monocromador tipo Czerny-Turner de 1.00 m, no 
Laboratório de Análises do ReQuimte, Centro de Química Fina e Biotecnologia, FCT, UNL. 
Prepararam-se diluições entre 0.01 ppm e 0.2 ppm a partir de uma solução padrão 
100 ppm em cálcio e ferro (Reagecon).  
A CCP foi diluída em 10 mM HEPES pH=7.5 para uma concentração de 
aproximadamente 0.45 µM. A NOR foi diluída em tampão 100 mM KPi pH=7, 0.05% 
dodecilato de α-D-maltose, 0.01% álcool 2-feniletílico para uma concentração final de 
aproximadamente 0.23 µM. Para se obter a concentração exacta, fez-se um espectro de 
UV/visível da amostra diluída. O tampão de diluição foi usado como branco. 
 
 
B.5. Determinação do Conteúdo em Ferro Hémico. Método da 
Piridina-Hemocromogéneo 
 
Hemocromo é definido como um complexo entre uma ferroporfirina e uma base 
nitrogenada. Se o ferro estiver na forma férrica, o composto denomina-se hemicromo. No 
entanto, por motivos de simplificação usar-se-à o termo hemocromo para denominar 
qualquer complexo hemo-base nitrogenada, sem contar com o estado de oxidação do ferro. 
No método da piridina hemocromogéneo para determinação do conteúdo em hemos 
há a formação de um complexo entre duas moléculas de piridina e uma de ferro-porfirina. A 
formação deste complexo é favorecida pelo meio básico que desnatura a proteína e facilita o 
acesso da piridina ao hemo. As bandas α destes complexos são estreitas e características de 
cada tipo de hemo, não dependendo da proteína [8].  
 
 
B.5.1. Amostras Contendo Apenas Hemos c 
 
A determinação do conteúdo em hemos na CCP de Ps. stutzeri é um procedimento 
relativamente simples, visto que esta enzima apenas possui hemos do tipo c. Para tal, seguiu-
se o método de piridina-hemocromogéneo [8]. 
O procedimento experimental para a determinação do conteúdo em hemos do tipo c foi 
o seguinte: 
 
1.  Preparar uma solução “stock” de NaOH com uma concentração de 2 M. 
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2. Adicionar a uma célula de UV/visível 37.5 µl da solução de NaOH (concentração 
final de 0.075 M) e 25 µl de piridina (concentração final de 25%). Misturar bem. 
3. Adicionar a amostra a analisar para uma concentração final entre 1 e 2 µM. Perfazer o 
volume para 1 ml com água destilada. Misturar bem. 
4. Reduzir com ditionito de sódio (cerca de 3 mg), misturar bem e traçar o espectro de 
UV/visível. 
5. Determinar o conteúdo em hemos com base no coeficiente de extinção molar de 
29.1 mM-1?cm-1 por hemo. 
 
 
B.5.2. Determinação Simultânea do Conteúdo em Hemos b e c 
 
Quando a amostra proteica contém mais do que um tipo de hemo o método 
anteriormente usado tem que ser alterado devido à dificuldade de analisar espectros com 
bandas sobrepostas. As bandas de absorção dos complexos piridina-hemocromo de 
citocromos b e c apresentam-se bastante mais sobrepostas do que as bandas de absorção 
destes citocromos isoladamente. Assim, é necessário separar previamente os hemos ou usar 
sistemas de equações para calcular a concentração de cada um desses componentes numa 
mistura. Berry e Trumpower [9] desenvolveram dois métodos para realizar essa mesma 
análise. No primeiro método, a absorvância da mistura é medida a um número de 
comprimentos de onda igual ao número de componentes a ser analisado e no segundo a um 
maior número de comprimentos de onda. Para tal, foram determinados os coeficientes de 
extinção molar de cada um dos hemos a diversos comprimentos de onda [9]. O método 
usado para a determinação do conteúdo em hemos b e c em amostras da NOR de Ps. nautica 
foi o segundo, uma vez que a redundância de informação que nele é usada permite analisar 
espectros que contenham contribuição de mais espécies para além das que se pretende 
quantificar. Este, baseia-se no ajuste dos valores experimentalmente obtidos para as 
absorvâncias, em relação aos valores esperados tendo em conta os componentes das 
amostras usadas, através do método dos mínimos quadrados. Para tal, são usadas matrizes 
de coeficientes de extinção molar para cada tipo de hemo a cada comprimento de onda. 
 
O procedimento experimental é apresentado de seguida: 
 
 
Apêndice B 
246 
Tabela B.5. Soluções “stock” de Piridina/NaOH para a determinação simultânea da 
concentração em hemos b e c. 
 
Reagente Concentração Final 
na Solução “stock” 
Quantidades para 5 ml 
NaOH 200 mM Adicionar 500µl de uma solução 2 M em NaOH 
Piridina 40 % Adicionar 2 ml de piridina concentrada 
Ferricianeto 
de Potássio 
0.6 mM Adicionar 30 µl de uma solução 0.1 M K3Fe(CN)6 
 
 
1. Preparar uma solução “stock” piridina/NaOH de acordo com a tabela B.5.  
2. Adicionar à célula de UV/visível 0.5 ml da solução “stock” de piridina/NaOH e 
0.5 ml de uma solução da proteína com uma concentração entre 2 e 4 µM. Misturar bem e 
traçar o espectro de UV/visível. 
3. Reduzir a amostra anterior adicionando cerca de 4 mg de ditionito sólido. Misturar 
bem e traçar, de imediato, espectros sucessivos até que a absorvância da banda do soret 
deixe de aumentar. Usar o espectro que apresentar o valor máximo de absorvância na banda 
do soret após redução. 
4. Análise dos resultados: 
As diferenças nas absorvâncias entre o espectro reduzido e oxidado, lidas aos 
comprimentos de onda indicados na tabela B.6.2, foram multiplicadas pelos valores 
apresentados na coluna de cada tipo de hemo, obtendo-se uma nova tabela. A concentração 
(em milimolar) de cada tipo de hemo presente na amostra analisada é dada pela soma da 
coluna respectiva, desta nova tabela. Finalmente divide-se a concentração obtida para cada 
tipo de hemo pela concentração da proteína na amostra, e obtém-se o número de hemos por 
proteína. 
 
 
 
                                                     
2 A tabela B.6. vem da referência [9] e foi obtida através da inversa da matriz dos coeficientes de 
extinção molar de diferença entre a forma reduzida e a oxidada para cada tipo de hemo, aos 
comprimentos de onda seleccionados. 
Materiais e Métodos Gerais 
247 
Tabela B.6. Valores a multiplicar pela absorvância a cada comprimento de onda de forma a 
quantificar hemos c  e b.  
 
Comprimento de onda (nm) Matriz Hemo c Matriz Hemo b 
530 -0.00964 -0.00803 
540 -0.00637 -0.01253 
549 0.03411 -0.01179 
553 0.01428 0.01236 
558 -0.02526 0.03444 
570 -0.01086 -0.00612 
580 -0.00195 -0.00257 
588 0.00344 0.00279 
600 0.00312 -0.00187 
610 0.00052 -0.00434 
620 -0.00149 -0.00232 
 
 
B.6. Determinação do Conteúdo em Ferro Não Hémico. Método do 
TPTZ. 
 
A concentração em ferro não hémico na NOR de Ps. nautica foi determinada através do 
método do TPTZ [10].Neste método o ferro existente nas amostras é primeiramente extraído 
e a proteína precipitada e descartada. O ferro é então reduzido para reagir com o TPTZ. As 
soluções utilizadas para realizar esta determinação encontram-se na tabela B.7. 
 
 
Tabela B.7. Soluções para a determinação da concentração de ferro não hémico pelo método do TPTZ. 
 
Solução Preparação 
8M HCl  66.3 ml de HCl 37 % em 33.7 ml de H2O 
80%TCA  40 g em 50 ml com H2O destilada 
75% Acetato de amónia  37.5 g em 50 ml com H2O destilada 
10% Cloreto de hidroxilamina 5 g em 50 ml com H2O destilada 
4 mM TPTZ  64.4 mg em 50 ml de HCl 0.04 M 
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1. Preparar uma recta de calibração num volume total de 400 µl, com uma solução 
“stock” de padrão de Ferro, de acordo com a tabela B.8. Preparar cada padrão em duplicado, 
em tubos de 1.5 ml de microcentrífuga. Preparar as amostras também para um volume total 
de 400 µl. 
[Fe]padrão=1035 µg Fe/ml  
Diluir o padrão 1:100 ([Fe]=0.1853 nmol/µl) 
 
Tabela B.8. Preparação da recta de calibração para a determinação da concentração em ferro não 
hémico pelo método de TPTZ. 
 
Padrão Volume padrão de Fe 
(µl) 
Volume de água destilada 
a adicionar (µl) 
[Fe]  
(nmol) 
P0 0 400 0 
P1 10 390 1.85 
P2 25 375 4.63 
P3 50 350 9.27 
P4 75 325 13.90 
P5 100 300 18.53 
P6 125 275 23.16 
P7 150 250 27.80 
 
 
2. Adicionar 50 µl da solução de ácido clorídrico para extrair o ferro. Agitar no vórtex e 
incubar 10 minutos à temperatura ambiente. 
3. Adicionar 50 µl da solução de TCA para precipitar a proteína. Agitar no vórtex e 
centrifugar os tubos a 12 000 rpm durante cerca de 5 minutos. A proteína precipitada fica nos 
tubos velhos e os 400 µl de sobrenadante são transferidos para tubos novos. 
4. Adicionar 100 µl de acetato de amónia e 40 µl da solução de TPTZ. Incubar 10 
minutos à temperatura ambiente. 
5. Ler a absorvância a 593 nm. Construir a recta de calibração através da representação 
gráfica da absorvância a 593 nm em função da concentração em ferro de cada padrão em 
nmol. 
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Figura B.1. Recta de calibração para a determinação da concentração em ferro não hémico pelo 
método de TPTZ. 
 
 
B.7. Determinação da Proteína. Método do BCA 
 
B.7.1. Método Geral 
 
O método usado para a determinação da quantidade total de proteína numa amostra 
foi o método do BCA. Este método, desenvolvido por Smith et al. [11], baseia-se no método 
de Lowry [12], mas substitui o reagente de Folin-Cioclateau pelo ácido bichiconínico (BCA). 
O ensaio torna-se assim, menos sensível aos componentes do tampão e detergentes. Uma 
outra vantagem deste método é o facto de se ter conseguido desenvolver um microensaio 
com 10 a 100 vezes melhor resolução do que o método de Lowry. 
O princípio do método é a formação de um complexo Cu2+-proteína em condições 
básicas, seguido da redução de Cu2+ a Cu+. O grau de redução é proporcional à quantidade 
de proteína presente. A detecção é obtida através do complexo azul/púrpura formado pelo 
BCA com Cu+ em condições alcalinas. 
O protocolo usado baseia-se no ensaio descrito pelo fabricante do Kit de BCA (Sigma), e 
encontra-se descrito abaixo.  
 
Reagentes presentes no Kit (Sigma): 
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Reagente A – Solução de BCA, carbonato de sódio, tartarato de sódio e bicarbonato de 
sódio em 0.1M NaOH (pH=11.25) 
Reagente B – 4 % de sulfato de cobre (II) pentahidratado  
 
1. Preparar uma recta de calibração num volume total de 100 µl, com uma solução 
padrão de albumina de soro bovino (BSA) 2mg/ml, de acordo com a tabela B.9. Preparar 
cada padrão em duplicado, em tubos de microcentrífuga de 1.5 ml. 
 
 
Tabela B.9. Preparação da recta de calibração para a determinação da quantidade total de 
proteína pelo método de BCA 
 
Padrão Volume de BSA 2mg/ml 
(µl) 
Volume de água destilada 
a adicionar (µl) µg de proteína 
P0 0 100 0 
P1 2 98 4 
P2 4 96 8 
P3 6 94 12 
P4 8 92 16 
P5 10 90 20 
P6 12 88 24 
P7 14 84 28 
 
 
2. Preparar as amostras para um volume total de 100 µl de forma que a quantidade total 
de proteína esteja dentro dos limites da recta de calibração. 
3. Preparar o reagente de BCA por adição de 49 ml do reagente A e 1 ml do reagente B. 
4. Adicionar 1 ml do reagente BCA a cada tubo de padrão e amostra e agitar 
imediatamente no vórtex. Deixa-se incubar a 37ºC durante 30 minutos. 
5. Ler as absorvâncias a 562 nm. 
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6. A recta de calibração é construída representado graficamente a absorvância lida a 
562 nm em função da quantidade de proteína padrão em microgramas. O gráfico resultante é 
apresentado na figura B.2. 
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Figura B.2. Recta de calibração para a determinação da quantidade de proteína pelo método 
de BCA. 
 
 
B.7.2. Determinações de Proteínas Membranares 
 
Nas determinações com proteínas membranares, pode existir interferência do 
detergente em que se encontram as amostras. Assim, o método seguido foi ligeiramente 
diferente.  
Os padrões para a recta de calibração, bem como as amostras, foram preparados no 
mesmo tampão (com detergente) em que estas se encontravam. Preparam-se amostras com 
diversos volumes do “stock” inicial de proteína. 
Por fim representou-se graficamente a absorvância a 562 nm em função do volume de 
“stock” de proteína adicionado, tanto para as amostras como para os padrões. Esta 
representação encontra-se ilustrada na figura B.3. 
As concentrações das amostras nos respectivos “stocks” foram determinadas através da 
equação (1), que se encontra deduzida abaixo: 
Q=V × C   e A ∝ Q  logo A ∝ V × C,  
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ou seja A=a × C × V 
Neste caso temos uma representação da absorvância em função do volume, portanto: 
A=m × V 
Então: 
 m × V = a × C × V 
P
A
P
A
Ca
Ca
m
m
×
×=   e por fim: 
P
A
PA m
m
CC ×=     (1) 
Em que: Q – quantidade de proteína, V – volume de “stock” de proteína adicionado, C 
– concentração no “stock” (CA da amostra e CP do “stock” do padrão de BSA), A – 
absorvância, m – declive da recta da absorvância em função do volume de “stock” (mA para 
a amostra e mP para a recta dos padrões), a – coeficiente de proporcionalidade mássico.  
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Figura B.3. Absorvância a 562 nm em função do volume dos padrões e amostras para a 
determinação da quantidade de proteína pelo método de BCA para proteínas membranares. 
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B.8. Determinação da Massa Molecular 
 
B.8.1. Espectrometria de Massa 
 
A espectrometria de massa (através do método de “electronspray”) da CCP foi levada a 
cabo pelo Dr. Bart Devreese, no laboratório de Bioquímica e Engenharia de Proteínas, 
Universidade Estatal de Gent, Bélgica. A espectrometria de massa da NOR foi levada a cabo 
pelo Dr. Juan J. Calvete, no Instituto de Biomedicina de Valência, Espanha. 
 
 
B.8.2. Cromatografia de Exclusão Molecular 
 
Para a determinação da massa molecular aparente da CCP foram usadas duas colunas 
de exclusão molecular. A coluna Superdex 75, pré-empacotada (Amersham Biosciences, 1×30 
cm), foi ligada a uma bomba de HPLC e operada a um fluxo de 0.5 ml/min com 10 mM Tris-
HCl, pH=7.6, 150 mM NaCl. Para calibrar a coluna usaram-se os seguintes padrões de peso 
molecular: BSA (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase carbónica (29 kDa), quimotripsina 
A (20.2 kDa), citocromo c de coração de cavalo (12.4 kDa) e aprotinina (6.5 kDa). A cada 
injecção, quer de padrão, quer de amostra, adicionou-se azul de dextrano. Esta substância 
apresenta o peso molecular acima do limite de exclusão da coluna, pelo que deverá sair no 
volume externo. Os coeficientes de retenção (Rf) foram calculados através da razão entre o 
tempo de retenção da proteína e o tempo de retenção do azul dextrano. A massa molecular 
aparente das amostras foi calculada a partir do gráfico do logaritmo do peso molecular em 
função do coeficiente de retenção. 
A coluna Sephadex G150-50 (Amersham Biosciences, 2.2×84 cm) foi operada por 
gravidade com um gradiente isocrático de 20 mM Tris-HCl, pH=8, 100 mM NaCl. Para 
calibração, os seguintes padrões de peso molecular foram usados: BSA (66 kDa), ovalbumina 
(45 kDa), anidrase carbónica (29 kDa) e mioglobina (17 kDa). A massa molecular aparente 
das amostras foi calculada a partir do gráfico do logaritmo do peso molecular em função do 
volume de eluíção. 
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B.8.3. Ultracentrifugação 
 
Os ensaios de velocidade de sedimentação foram realizados numa ultracentrífuga 
analítica Óptima XL-A (Beckman), com um sistema de medição de absorção óptica acoplado, 
no Centro de Hidrodinâmica Macromolecular, Universidade de Nottingham, Reino Unido.  
As amostras, com um volume de 400 µl, foram colocadas, juntamente com o solvente 
nos canais respectivos, em células de ultracentrífuga de 12 mm de percurso óptico e 
centrifugadas a uma velocidade de 45 000 rpm. A alteração da posição da interface foi 
seguida ao comprimento de onda de 440 nm. Os dados foram recolhidos através do uso do 
software fornecido pelo fabricante (Microcal Origin v. 4.1) e analisados com o software 
DCDT+ desenvolvido por Philo [13]. Este software ajusta os resultados a uma distribuição 
gaussiana - g(s*) em função de s*. Os resultados são expressos em coeficientes de 
sedimentação (s20,w) corrigidos para as condições padrão (água como solvente e temperatura 
de 20ºC). 
As amostras de CCP, com uma concentração de 10 µM, foram preparadas em tampão 
10 mM HEPES, pH=7.5. A uma das amostras adicionou-se CaCl2 para uma concentração 
final de 2 mM. A outra adicionou-se EGTA de forma a obter uma concentração final de 1 
mM. 
 
 
B.9. Métodos Espectroscópicos 
 
B.9.1. Espectrofotómetro de UV-Visível 
 
Os espectros de UV/visível foram adquiridos num espectrofotómetro Shimadzu 
UV-265 de feixe duplo, ligado a um computador do tipo PC. A sua digitalização foi 
conseguida através do uso do programa PC-265 (versão 3.1). 
As amostras de CCP para análise pela aplicação da espectroscopia de UV/visível 
preparadas em tampão 10 mM HEPES pH=7.5, apresentavam uma concentração de 
aproximadamente 4 µM. A forma semi-reduzida foi obtida por adição de 1 mM de ascorbato 
de sódio e 10 µM de DAD à célula de UV/visível. Para as amostras incubadas com cálcio, 
adicionou-se 2 mM CaCl2. A CCP tratada com EGTA foi obtida por adição deste reagente, 
para uma concentração final na amostra de 1 mM, e incubação durante 30 minutos. 
As amostras de NOR para os estudos espectroscópicos de UV/visível, preparadas em 
tampão 100 mM KPi pH=7.0, 0.02% dodecilato de α-D-maltose, apresentavam uma 
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concentração de aproximadamente 4 µM. A forma reduzida foi obtida por adição de 1 mM 
ditionito de sódio à célula de UV/visível.  
 
 
B.9.2. Espectrómetro de RPE 
 
Os espectros de RPE a baixa temperatura foram adquiridos num espectrómetro de 
banda X, Brucker EMX, equipado com criostato de fluxo contínuo de hélio (Oxford 
Instruments). O software usado na aquisição e tratamento de dados foi o WINEPR (Brucker). 
A concentração das amostra de CCP foi de aproximadamente 200 µM. A amostra semi-
reduzida foi obtida por adição de ascorbato de sódio (concentração final na amostra 1 mM) e 
DAD (concentração final na amostra 10 µM), sob corrente de árgon. As amostras foram 
incubadas durante 20 minutos e congeladas em azoto líquido, sempre sob corrente de árgon. 
As amostras com cálcio foram preparadas por adição de CaCl2 (2 mM) e incubação sob árgon 
durante 20 minutos. 
A concentração das amostras de NOR variou entre 190 e 200 µM. A amostra reduzida 
foi obtida por adição de uma solução de ditionito de sódio (4 mM) e incubação durante 20 
minutos sob corrente de árgon. A amostra incubada com NO foi deixada durante 40 minutos 
sob fluxo de uma mistura de 5% NO/95% He. A produção de NO in sito, no tubo de EPR, foi 
conseguida por adição de nitrito de sódio à amostra anterior, sob corrente de árgon. 
Adicionou-se 15NO2- a algumas amostras com o intuito de obter uma forma da enzima ligada 
a 15NO. As quantificações de spins foram efectuadas em relação a uma amostra de CuEDTA 
(3.076 mM) nas mesmas condições das amostras. A quantificação do sinal correspondente ao 
hemo c foi realizada tendo em conta as aproximação de Aasa e Vangard [14] e De Vries e 
Albracht [15]. 
A simulação dos espectros de RPE foi realizada no programa SimFonia (Brucker). 
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C.1. Isolamento de ADN Genómico 
 
Para o isolamento de ADN genómico as bactérias são crescidas em meio líquido 
durante cerca de 16 horas. A bactéria Ps. stutzeri foi crescida no meio de cultura descrito no 
Apêndice A. Para o crescimento de Ps. nautica o meio indicado no Apêndice A sofreu apenas 
a alteração de não levar 10 mM nitrato, uma vez que se pretendia um crescimento aeróbio. 
Ambas foram incubadas a 30ºC numa incubadora orbital com uma agitação de 220 rpm. 
Para isolar o ADN de cada uma das bactérias foi seguido o protocolo do CTAB 
(brometo de cetiltrimetilamónia). Neste método procede-se a uma lise das bactérias, seguida 
da remoção das proteínas por digestão com a enzima proteolítica Proteinase K. Os restos 
celulares, polissacáridos, péptidos e proteínas residuais são removidos por precipitação com 
CTAB. O ADN é precipitado com isopropanol. O protocolo foi seguido na secção 2.4.1 do 
“Current Protocols in Molecular Biology” [1] 
Após ressuspender o ADN da forma indicada no protocolo procedeu-se a uma 
digestão com RNAse da forma abaixo indicada: 
1. Adicionar 1 µl de uma solução 10 mg/ml de RNAse. 
2. Incubar a 37ºC durante 2 horas. 
3. Extrair o ARN e a RNAse através dos seguintes passos:  
3.1. Adicionar 1 volume de uma mistura fenol/clorofórmio/álcool isoamílico na 
proporção 25:24:1. Agitar energicamente e centrifugar a 13 000 rpm durante 10 
minutos. 
3.2. Retirar a fase aquosa (em cima) para um tubo limpo. 
3.3. Adicionar 1 volume de uma mistura clorofórmio/álcool isoamílico na proporção 
24:1. Agitar energicamente e centrifugar a 13 000 rpm durante 10 minutos. 
3.4. Retirar a fase aquosa (em cima) para um tubo limpo.Adicionar 1/10 do volume de 
3M NaCl e 2.5 volumes de 100% etanol frio (retirado do congelador). 
3.5. Nesta fase o ADN vai precipitar. Remover o ADN com uma pipeta Pasteur fechada à 
chama em forma de anzol. Transferir para uma solução de 70 % etanol a frio. 
Centrifugar a 13 000 rpm durante 10 minutos. Descartar o etanol e deixar secar o 
ADN. 
4. Ressuspender o ADN em 50 µl de água esterilizada. Manter a 4ºC. 
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C.2. Reacção de PCR 
 
A reacção da polimerase em cadeia (Polimerase Chain Reaction - PCR), foi usada para 
amplificação de zonas específicas do genoma, ou seja, a zona situada entre os dois 
iniciadores usados em cada caso.  
Os componentes e respectivas concentrações usados nas reacções de PCR encontram-se 
descritos na tabela C.1.  
 
 
Tabela C.1. Componentes e concentrações usados nas reacções de PCR. O volume total de cada 
reacção foi de 50 µl. 
 
Componente Concentração na Reacção 
ADN molde 1 ng/µl 
Tampão de PCR (Pharmacia) 1 ×1 
dNTP's 0.2 mM 
Iniciadores  1 pmol/µl 
Taq ADN Polimerase (Pharmacia) 2.5 U2 
H2O Para perfazer 50 µl 
 
 
C.3. Quantificação de ADN 
 
A quantificação do ADN foi realizada através de um espectro de absorção traçado na 
região do ultravioleta entre 220 nm e 350 nm. A 260 nm uma unidade de absorvância 
corresponde a uma concentração de 50 µg/ml (ou seja 0.15 mM) de ADN. 
Na figura C.1. é apresentado um exemplo de um espectro traçado na região do 
ultravioleta de ADN. 
 
                                                     
1 O tampão é específico da Polimerase e é fornecido pelo fabricante. A sua composição, na forma 
10 × concentrado, é a seguinte: 500 mM KCl, 15 mM MgCl2 e 100 mM Tris-HCl (pH=9 à temperatura 
ambiente).  
2 Uma unidade da enzima é definida como a quantidade necessária à incorporação de 10 nmol 
de nucleótidos em 30 minutos a 70ºC.  
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Figura C.1. Exemplo de um espectro de absorção de ultravioleta do ADN. 
 
 
C.4. Electroforese em Gel de Agarose 
 
A electroforese em gel de agarose permite separar os fragmentos de ADN de acordo 
com o seu tamanho, enquanto migram para o pólo positivo. Diferentes concentrações de 
agarose entre 0.5 e 1.5% (p/v) foram usadas consoante o tamanho dos fragmentos esperados. 
Géis com uma maior percentagem de agarose são indicados para a resolução de fragmentos 
mais pequenos.  
Os géis de verificação de resultados foram corridos, geralmente, a 100 V com excepção 
dos géis usados para extracção de bandas específicas que foram corridos a 80 V para uma 
melhor resolução. O tampão usado para a preparação do gel e para a corrida foi Tris-Acetato 
(40 mM Tris base, 40 mM ácido acético, 1 mM EDTA) (TAE).  
Para visualização das bandas de ADN, foi incluído no gel brometo de etídio com uma 
concentração de 0.1 µg/ml. Os fragmentos de ADN são visualizados por aplicação de luz 
ultravioleta. 
A figura C.2. é um gel de 0.7% agarose do marcador de pesos moleculares “1kB DNA 
ladder” (Promega) usado para determinar o peso molecular aproximado dos fragmentos de 
ADN.  
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Figura C.2.  Gel de 0.7% de agarose do marcador de pesos moleculares “1kB DNA ladder” 
(Promega)  com o peso de cada banda indicado do lado direito. 
 
 
C.5. Purificação de um Fragmento de ADN a Partir de um Gel de 
Agarose 
 
Para a extracção de ADN a partir de um gel de agarose, corta-se o fragmento de gel que 
contém a banda pretendida e purifica-se o ADN com o auxílio do kit de purificação 
“QIAquick Gel Extraction Kit (QIGene). O protocolo seguido foi o de extracção do gel com o 
auxílio de uma microcentrífuga (QIAquick Gel Extraction Kit Protocol), fornecido pelo 
fabricante [2]. A pureza do ADN extraído é verificada por electroforese em gel de agarose. 
 
 
C.6. Ligação ao Vector pGEM-T Easy e Transformação em Células 
Competentes 
 
Após isolamento do fragmento de ADN resultante da amplificação por PCR, este é 
ligado ao vector pGEM-T Easy (Promega).  
Na tabela C.2. encontram-se os componentes e respectivas quantidades usadas nas 
reacções de ligação e bem como os controlos. 
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Tabela C.2. Reacção de ligação ao vector pGEM-T Easy. 
 
Quantidades Adicionadas (µl) 
Componente  
Reacção de 
Ligação 
Controlo 
Positivo 
Controlo 
Negativo 
Tampão da ligase 2× (Promega) 5 5 5 
Vector pGEM-T Easy (50 ng/µl) (Promega) 1 1 1 
Fragmento de ADN 5   
ADN de controlo (Promega)  2  
Ligase do DNA T4 (3 U/µl) 1 1 1 
H2O esterilizada  3 5 
 
 
Deixou-se a mistura reaccional a incubar a 4ºC durante 16 horas. Esta foi usada para a 
transformação em células competentes Epicurian Coli XL1-Blue (Stratagene). Seguiu-se o 
protocolo fornecido pelo fabricante [3].  
 
 
C.7. Isolamento de ADN Plasmídico 
 
O protocolo seguido para o isolamento de ADN plasmídico encontra-se descrito abaixo 
(as soluções usadas encontram-se na tabela C.3): 
 
 
Tabela C.3. Soluções e meios usados no isolamento de ADN plasmídico. 
 
Solução Composição 
Meio Luria Broth 5 g de NaCl,  
10 g de triptona,  
5 g de extracto de levedura.  
H2O para 1 litro e autoclavar. 
Tampão de lise 50 mM Glucose 
25mM Tris-HCl pH=8 
10 mM EDTA 
Solução alcalina Preparar a partir dos “stocks” 2 M NaOH e 10% 
SDS (p/v), com a seguinte ordem: adicionar 8 
volumes de H2O esterilizada e 1 volume de 
NaOH. Misturar e adicionar 1 volume de SDS. 
Acetato de amónia 7.5 M. pH 7.8 sem ajuste 
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1. As colónias que adquiriram o plasmídeo recombinante são seleccionadas pela sua 
cor branca em meio Luria Broth (LB) sólido contendo ampicilina (100 µg/ml), IPTG (0.5 mM) 
e X-Gal (80 µg/ml), e crescidas em 6 ml de meio LB líquido com ampicilina (100 µg/ml) a 
37ºC, durante cerca de 16 horas. 
2. Recolher as células através de uma centrifugação a 13 000 rpm, durante 3 minutos, 
em tubos de 1.5 ml. Descartar o sobrenadante através de aspiração. Repetir os passos 
anteriores até que toda a cultura celular tenha sido centrifugada. 
3. Ressuspender as células em 200 µl de tampão de lise. Incubar à temperatura 
ambiente durante 5 min. 
4. Adicionar 400 µl de uma solução alcalina preparada de fresco 0.2 M em NaOH e 1% 
em SDS, e misturar por inversão 6 ou mais vezes. A suspensão deve ficar transparente e 
viscosa. Incubar no gelo durante 5 min. 
5. Adicionar 300 µl de uma solução 7.5 M acetato de amónia e misturar gentilmente 
durante alguns segundos. Incubar no gelo entre 30 minutos e 2 horas para permitir a 
precipitação das proteínas, ARN de elevado peso molecular e ADN cromossómico. 
6. Centrifugar durante 5 minutos a 13 000 rpm. Remover o sobrenadante transparente, 
transferindo-o para um novo tubo de 1.5 ml. Repetir este passo até não se ver nenhum 
precipitado após a centrifugação. 
7. Adicionar 2 µl de uma solução 10 mg/ml de RNase A (Sigma). Misturar e incubar a 
37 ºC durante 1 hora. 
8. Adicionar 0.6 volumes de isopropanol (400 a 500 µl) e incubar à temperatura 
ambiente durante exactamente 10 minutos. 
9. Centrifugar a 13 000 rpm durante 10 min. 
10. Descartar o sobrenadante e adicionar 500 µl de 70% etanol (vindo do congelador) 
para lavar o precipitado, e centrifugar 3 minutos a 13 000 rpm. Descartar o sobrenadante. 
11. Deixar os tubos invertidos sobre papel absorvente e usar uma ponta com um pouco 
de papel enrolado para secar a boca do tubo. Ter o cuidado de não tocar no precipitado. 
12. Dissolver o ADN em 23 µl de H2O esterilizada por filtração. 
13. Correr um gel de agarose de 1% com 2 µl deste ADN para verificar o resultado da 
extracção. 
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A figura C.3. apresenta um exemplo de um gel de verificação de uma extracção de 
ADN plasmídico. Em cada poço, várias bandas podem ser observadas, as quais 
correspondem às diferentes estruturas do ADN circular. 
 
1 43 5 62 7
 
Figura C.3. Gel de 1% de agarose para verificação do resultado da extracção de ADN 
plasmídico. Poços: 1 a 6 ADN plasmídico, 7. Marcador de pesos moleculares 1kB (Promega)  
 
 
Após verificar no gel a ausência de ARN e ADN cromossómico, faz-se uma digestão 
com a enzima de restrição EcoRI para verificar a presença do fragmento no vector. A figura 
C.4. apresenta um exemplo de um gel de uma digestão com EcoRI (Stratagene) de ADN 
plasmídico de duas transformações distintas. 
 
 
1 43 52
 
Figura C.4. Gel de 1% de agarose da digestão de ADN plasmídico com EcoRI (Stratagene) para 
verificar a presença do fragmento inserido. Poços: 1. e 2. ADN plasmídico com que continha 
inserido um fragmento de cerca de 1200 pb (neste caso a enzima também cortou no meio 
interior do fragmento) 3. Marcador de pesos moleculares 1kB (Promega) 3 e 4 ADN que 
continha inserido um fragmento de cerca de 150 pb.. 
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C.8. Reacções de Sequenciação 
 
Para as reacções de sequenciação (num sequenciador automático Amersham Biosciences- 
ALF Express II) foram usados iniciadores específicos para a zona dos promotores T7 e SP6, 
para sequenciar no sentido 5’→3’ e 3’→5’, respectivamente, em relação ao fragmento 
inserido no vector. Usou-se o kit “Thermo Sequenase fluorescent labelled primer cycle sequencing 
kit with 7-deaza-dGTP” (Amersham Biosciences) e seguiu-se o protocolo indicado pelo fabricante 
[4]. 
O programa de PCR foi o seguinte: 
Passo 1 – Desnaturação inicial da cadeia de ADN a 94ºC, durante 3 minutos. 
Passo 2 – Desnaturação de cada ciclo a 94ºC, durante 30 segundos. 
Passo 3 – Hibridação a 48ºC3, durante 30 segundos. 
Passo 4 – Amplificação a 72ºC durante 30 segundos. 
(Os passos 2 a 4 foram repetidos 25 vezes) 
Passo 5 – Manutenção a 4ºC em pausa. 
 
 
C.9. “Genome Walking” 
 
A técnica de “Gemone Walking” foi utilizada para determinar as sequências das zonas a 
montante e a juzante de uma sequência de ADN conhecida. Foi utilizado o kit “Universal 
Genomo Walker Kit” (Clontech), tendo-se seguido o protocolo fornecido pelo fabricante [5]. 
 
 
C.9.1. Construção de Livrarias Genómicas 
 
Na técnica de “Gemone Walking”, o primeiro passo é o isolamento do ADN genómico da 
bactéria e construção de livrarias genómicas por digestão do ADN com quatro enzimas de 
restrição diferentes e ligação de um adaptador fornecido no kit [5]. 
Na construção das livrarias genómicas o ADN foi digerido com as enzimas DraI, 
EcoRV, PvuII e StuI, fornecidas no kit. O adaptador foi ligado aos fragmentos resultantes de 
acordo com o protocolo. A sequência do adaptador, bem como dos iniciadores AP1 e AP2 
                                                     
3 A temperatura de emparelhamento é escolhida tendo em conta a temperatura de fusão (Tm) de 
cada um dos iniciadores. Neste caso Tm do PS1=57.5ºC e do PS4=47.8ºC. 
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usados na primeira e segunda reacções de PCR, respectivamente, encontram-se descritos 
abaixo: 
Adaptador para o “Gemone Walking”: 
5’-GTAATACGACTCACTATAGGGCACGCGTGGTCGACGGCCCGGGCTGGT-3’
3’ –H2N-CCCGACCA-PO4-5’
Iniciador AP1 (22 nucleótidos)
5’-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3’ Iniciador interno AP2 (19 nucleótidos)
5’-ACTATAGGGCACGCGTGGT-3’
 
 
A figura C.5. é um gel da digestão de ADN genónico de Ps. stutzeri com as diferentes 
enzimas de restrição usadas na construção das livrarias genómicas. 
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Figura C.5. Gel de 0.5%de agarose do ADN genómico da Ps. stutzeri ATCC 11607 digerido com 
diferentes enzimas de restrição. Poços: 1. ADN não digerido, 2. Marcador de pesos 
moleculares 1kB (Promega), 3. ADN digerido com DraI, 4. ADN digerido com EcoRV, 5. ADN 
digerido com PvuII, 6. ADN digerido com StuI, 7. Controlo positivo (ADN genómico humano 
digerido com PvuI) 
 
 
De seguida desenharam-se os iniciadores específicos para as zonas do ADN que se 
pretendiam amplificar e seguiu-se o protocolo do kit para a realização das reacções de PCR.  
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D.1. Ensaio de Actividade da Peroxidase do Citocromo c 
 
O ensaio da actividade catalítica da CCP de Ps. stutzeri foi realizado de acordo com o 
método descrito por Gilmour et al. [1]. 
O ensaio foi realizado numa célula de espectroscopia de visível (vidro óptico) de 3 ml, 
com uma barra de agitação magnética. Monitorizou-se a diminuição de absorvância da 
banda α do citocromo c, doador electrónico, à medida que este é oxidado pela CCP.  Para tal, 
usou-se um espectrofotómetro Diode Array 8452A (Hewlett Packard) com agitação magnética 
movida pela passagem de água. 
Dois citocromos foram usados como doadores electrónicos à CCP de Ps. stutzeri: o 
citocromo c551 isolado da mesma bactéria e o citocromo c mitocôndrial de coração de cavalo 
(Sigma). O citocromo foi reduzido por adição de ascorbato de sódio (1 mM) e aplicado numa 
coluna Sephadex G-25 (PD 10, Amersham Biosciences) equilibrada com tampão 10 mM HEPES, 
pH=7.5, para retirar o excesso de redutor. Para a determinação da concentração de cada um 
dos citocromos usaram-se os seguintes valores de coeficientes de extinção molar: 
Citocromo c551 de Ps. stutzeri (reduzido) - ε551 nm = 30 890 M-1?cm-1 [2] 
Citocromo c de coração de cavalo (reduzido) - ε550 nm = 29 000 M-1?cm-1 
A CCP foi diluída em tampão 10 mM HEPES, pH=7.5, para uma concentração final de 
4 µM e incubada durante 30 minutos à temperatura ambiente (excepto nos ensaios para 
verificar o efeito do tempo de incubação na actividade). Quando era o caso, adicionou-se 
1 mM cálcio e/ou 1 mM ascorbato e 10 µM DAD a esta solução. 
 
Para os ensaios pipetou-se para a célula de vidro o citocromo c reduzido (7 µM), NaCl 
(concentração dependente do ensaio) e 1 mM cálcio (quando era o caso), e tampão 10 mM 
HEPES pH=7.5 para um volume total de 3 ml. O H2O2 (18 µM) foi adicionado apenas quando 
a mistura anterior já se encontrava sob agitação e sob monitorização a 550 nm 1. A reacção foi 
sempre iniciada por adição da CCP (20 nM). Na figura D.1. encontra-se um exemplo de uma 
curva obtida para a absorvância a 550 nm em função do tempo  
 
 
                                                     
1  Para verificar se o H2O2 oxida o citocromo. 
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Figura D.1. Exemplo de uma curva da absorvância a 550 nm em função do tempo, obtida 
durante o ensaio de actividade da CCP de Ps. stutzeri. A seta indica o momento de adição da 
enzima à mistura reaccional. 
 
 
A reacção seguiu uma cinética de pseudo-primeira ordem com ambos os citocromos. 
Nestas condições as velocidades iniciais (v0), podem ser calculadas pela determinação das 
constantes de velocidade (k), em que v0=k[Citocromo]. A concentração do substrato, H2O2, é 
saturante. 
Para a determinação da constante de velocidade (k), mediu-se o declive das 
linearizações do logaritmo da absorvância a 550 nm subtraída da  absorvância do citocromo 
totalmente oxidado, em função do tempo (a figura D.2. é um exemplo de uma destas 
linearizações). Na maioria dos casos teve que se usar apenas os pontos referentes aos tempos 
iniciais da reacção, visto que os restantes fugiam já à linearidade. O declive (k), foi então 
multiplicado pela concentração de citocromo de cada ensaio e dividido pela concentração de 
CCP, para dar a actividade do centro catalítico. 
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Figura D.2. Exemplo de uma linearização do logarítmo (ln) da absorvância a 550 nm (A) 
subtraída da absorvância da mistura reaccional totalmente oxidada (Aox), em função do 
tempo, para determinação da actividade da CCP de Ps. stutzeri. Equação da recta: 
ln(A-Aox)=-0.0332 t -1.5409. 
 
 
D.2. Ensaio da Actividade da Redutase do Óxido Nítrico  
O ensaio de actividade da redutase do óxido nítrico foi realizado através da detecção 
do consumo de NO com um eléctrodo específico de NO, o “ISO-NO MarkII” (World Precision 
Instruments), com um sensor de 2 mm. Este eléctrodo apresenta elevada selectividade e 
sensibilidade para o NO. É um eléctrodo combinado, revestido por uma membrana, a qual 
faz com que apenas substâncias gasosas atinjam a sua superfície. A polarização do eléctrodo 
a 850 mV torna a sua sensibilidade para o N2O (o produto da reacção da NOR) vinte e cinco 
vezes mais baixa do que para o NO. A figura D.3. apresenta um esquema do eléctrodo usado 
nos ensaios de actividade da NOR. 
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Figura D.3. Esquema do eléctrodo específico para NO ISO-NO (“World Precision Instruments”) 
 
 
O NO difunde-se através da membrana e é oxidado à superfície do eléctrodo de 
trabalho, o que dá origem a uma corrente eléctrica. Esta é proporcional à concentração de 
NO presente na amostra. 
 
 
D.2.1. Calibração do Eléctrodo 
 
As soluções usadas para a calibração encontram-se na tabela D.1. A figura D.4. é um 
esquema da montagem da calibração do eléctrodo específico para NO. 
 
Tabela D.1. Soluções usadas na calibração do eléctrodo específico para NO 
 
Solução Preparação 
Solução A - Padrão de nitrito de 
sódio (2.17 mM) 
Diluir 1:10 a solução padrão de nitrito comercial 
(Merck) 21.7 mM 
Solução B - Iodeto de potássio 
 
Pesar 4.15 g de KI. Dissolver em H2O destilada. 
Adicionar 1.4 ml de H2SO4 a 97%. Perfazer o 
volume para 250 ml. Esta solução deve ser 
preparada de fresco e guardada ao abrigo da luz. 
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Figura D.4. Esquema da montagem usada na calibração do eléctrodo específico para NO. 
 
 
O procedimento usado na calibração do eléctrodo foi o seguinte: 
1. Introduz-se 10 ml da solução B no frasco de calibração, juntamente com a barra de 
agitação magnética. 
2. Introduz-se o eléctrodo já ajustado no orifício da suba, na solução anterior, tendo o 
cuidado de nunca o deixar tocar no fundo do frasco. 
3. Ligar o registador para que este comece a traçar a linha de base. 
4. Fazer adições sucessivas da solução A e registar os incrementos de corrente 
causados pela produção do NO de acordo com a reacção abaixo indicada: 
2 KNO2 + 2 KI + 2 H2SO4   →  2 NO + I2 + 2 H2O + 2 K2SO4 
 
A figura D.5. é um exemplo de um registo de adições de diferentes quantidades de 
nitrito, com produção do mesmo número de moles de NO. A tabela D.2. apresenta as 
concentrações de NO formadas em cada adição e os respectivos aumentos de corrente 
provocados. A curva de calibração correspondente encontra-se na figura D.6. 
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Figura D.5. Registo de uma calibração do eléctrodo de NO. A adição de diferentes 
quantidades de nitrito dá origem ao mesmo número de moles de NO. A resposta em termos 
de corrente é proporcional à concentração de NO no frasco de calibração. 
 
 
 
Tabela D.2. Exemplo de uma calibração do eléctrodo de NO com a concentração de NO 
produzido e a resposta dada pelo eléctrodo. 
 
[NO] 
(µM) 
Resposta 
(nA) 
0.217 0.55 
0.434 0.83 
0.868 1.53 
1.302 2.1 
1.736 2.8 
2.170 3.2 
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Figura D.6. Recta de calibração do eléctrodo específico para NO construída com os valores da 
tabela D.2. Equação da recta: Corrente = 1.399 [NO] + 0.2649. 
 
 
D.2.2. Preparação da Solução “Stock” de NO 
 
O NO foi obtido a partir de uma mistura de 5%NO / 95% He (Ar líquido). A montagem 
realizada encontra-se esquematizada na figura D.7.  
 
 
Válvula de Purga
Ar
Manoredutor
Tubagem
5 M KOH H2O+HCl (pH=3) H2O Destilada
(“stock” de NO)
Saída de Gás
Garrafa
5% NO /  95% He
 
Figura D.7. Montagem para obtenção do “stock” de NO. 
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O gás à saída da garrafa é borbulhado numa solução de 5 M KOH para hidrolisar 
qualquer vestígio de N2O que possa estar presente, passando depois por em água não 
tamponizada, cujo pH havia sido ajustado a 3 por adição de HCl, como forma de evitar a 
formação de NO2-. Finalmente o NO é borbulhado num último frasco com água até 
saturação. A 20ºC a concentração de NO neste “stock” saturado é de 100 µM. 
 
 
D.2.3. Ensaio de Actividade 
 
O ensaio de actividade da NOR foi realizado numa Câmara para NO (“NO chamber”-
World Precision Instruments). A figura D.8.é uma fotografia da montagem experimental. Os 
componentes da mistura reaccional e respectivas concentrações encontram-se na tabela D.3. 
 
 
Câmara de NO
Eléctrodo de NO
Desarejamento 
com árgon
 
Figura D.8. Montagem para os ensaios de actividade da NOR. 
 
 
Tabela D.3. Componentes usados na mistura reaccional do ensaio da redutase do óxido nítrico. 
 
Componente 
Concentração 
na solução 
stock 
Quantidade 
Adicionada 
(µl) 
Concentração no 
ensaio 
Tampão KPi pH=6.0 20 mM 850 ≈17 mM 
Dodecilato de Maltose 10% (p/v) 2 0.02% 
Citocromo c de cavalo 2 mM 10 20 µM 
Metassulfato de fenazina (PMS) 5 mM 20 100 µM 
Ascorbato de sódio 500 mM 20 10 mM 
H2O saturada com NO 100 µM [30-90] [3-9] µM 
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O procedimento experimental foi baseado no ensaio descrito por Girsch el al. [3]. 
O oxigénio foi removido do tampão e da água usados nos ensaios através de ciclos de 
vácuo e árgon. 
O eléctrodo foi introduzido no orifício próprio na tampa ajustável em altura da câmara 
de NO. Esta foi colocada de modo a que o eléctrodo fique a alguns milímetros do fundo da 
câmara, sem nunca lhe tocar (isso poderia danificar a membrana). A câmara foi desarejada 
durante 4 minutos com árgon através de um dos dois outros orifícios existentes na tampa 
destinados a adições. Passado este tempo, o tampão desarejado foi adicionado através de 
uma seringa Hamilton impermeável a gases (gas tight). De seguida adicionou-se o dodecilato 
de maltose, o citocromo c, o ascorbato de sódio e o PMS. Ligou-se o registador e adicionou-se 
a água saturada com NO. Após alguns segundos necessários para a verificação da 
diminuição não enzimática da concentração do NO, adicionou-se a enzima.  
O declive de diminuição da intensidade de corrente em função do tempo foi convertido 
em concentração de NO por minuto através da equação da recta de calibração da figura D.6.  
Os ensaios de actividade ao longo da purificação são normalizados por adição da 
mesma quantidade de proteína total à mistura reaccional. Assim a concentração de proteína 
total (determinada através do método de BCA) nos ensaios foi sempre de cerca de 5 mg/l. 
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